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1.1. Moţdani udar- definicija i podjele 
 
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, World Health Organization, 2013.) definira 
moţdani udar kao rapidno nastupajuće znakove fokalnog ili globalnog poremećaja moţdanih 
funkcija, koji traju duţe od 24 sata ili dovode do smrti, bez jasnog drugog razloga osim onog 
vaskularnog podrijetla. Obuhvaća ishemijski i hemoragijski moţdani udar. Hemoragijski 
moţdani udar podrazumijeva ekstraaksijalna (epiduralna, subduralna, subarahnoidalna) i 
intraaksijalna (intracerebralna, intraventrikularna) krvarenja. 
Ishemijski moţdani udar ukljuĉuje tromboze venskih sinusa, okluziju velikih moţdanih 
arterija, okluziju malih arterija, embolizme kardijalnog ili aortalnog porijekla i arterijsko-
arterijske embolizme, okluzije velikih intrakranijalnih arterija i globalnu ishemiju zbog 
generalizirane hipoperfuzije mozga. Smrtnost i invalidnost, kao i ekonomsko opterećenje 
pojedinca no i društva, koji nastaju kao posljedica moţdanog udara u cijelom svijetu je 
izrazito velika (1). 
 
1.1.1. Ishemijski moţdani udar i njegova struktura (jezgra, penumbra i oligemija) 
 
Najĉešći tip moţdanog udara (dalje u tekstu moţdani udar ili infarkt mozga (u uţem 
smislu rijeĉi)) je ishemijski, koji obuhvaća oko 80% sluĉajeva (2). Ishemijski moţdani udar 
proizvodi ishemijsku jezgru, ishemijsku penumbru i oligemijsko podruĉje u okolnom tkivu. 
Jezgra je ireverzibilno oštećena, radi poremećaja perfuzije i difuzije kisika i glukoze i 
posljediĉne nemogućnosti funkcioniranja metabolizma. Jezgra moţdanog udara definira se 
kao tkivo perfundirano ispod praga perfuzije infarkta koji iznosi 5-8 ml/100 g/ min. i to samo 
u prvim satima. Kasnije raste i postaje jednak onom penumbre oko 22 ml/ 100 mg/ min.(3-8). 
Prag potrebne koliĉine moţdanog metabolizma kisika, da ne bi došlo do infarkta, je 39 
µmol/100g/min, no s duljim trajanjem se ne mijenja kao perfuzijski prag (9-10).  Penumbrin 
metabolizam kisika je manji, frakcija ekstrakcije kisika je povišena, a moţdani krvni protok 
(dalje u tekstu regionalni moţdani krvni protok, regional cerebral blood flow,  rCBF) je 
uredan ili povišen. Definira se na više naĉina, koji s razliĉitih tehnika gledanja govore zapravo 
isto; kao podruĉje izmeĊu elektriĉnog zatajenja i zatajenja ionske pumpe ili izmeĊu praga 
infarkta i praga penumbre (3) ili pomoću PET (pozitronska emisijska tomografija) podataka 
kao tkivo s normalnom difuzijom, ali smanjenom perfuzijom, oko jezgre koja ima i poremećaj 
difuzije (11). Penumbru je još moguće spasiti, ali se tijekom vremena pretvara ili u jezgru 
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infarkta ili normalno tkivo, ovisno o revaskularizaciji kroz zahvaćenu arteriju ili kolaterale. 
Ima sposobnost preţivljavanja od samo nekoliko sati kod nekih, do ĉak 18 sati, a ponekad ĉak 
i nekoliko dana kod drugih sluĉajeva, dopuštajući  duţi vremenski prozor za terapijsku 
intervenciju. Takva intervencija moţe biti npr. tromboliza ako se pomoću MRI (magnetska 
rezonanca, magnetic resonance imaging) vizualizira razlika izmeĊu perfuzijskih i difuzijskih 
snimki, odnosno ako je volumen mozga kojemu nedostaje perfuzije veći od onoga kojemu 
nedostaje difuzijskog protoka (PWI>DWI (perfusion-weighted image/diffusion-weighted 
image mismatch). Takav dogaĊaj je ĉešći nego što se misli, jer se MRI ne radi rutinski kod 
ranog moţdanog udara, već dapaĉe jako rijetko, a podrazumijevao bi hipoperfuziju cijelog 
MCA (srednja moţdana arterija, middle cerebral artery) podruĉja, ali poremećaj difuzije 
(DWI) ograniĉen na striatokapsularno/inzularno podruĉje, što se nalazi kod ĉak do 70% 
bolesnika s akutnim infarktom mozga teritorija MCA(12).  Oligemija se definira kao regija s 
rCBF iznad onog penumbre, ali ne urednim, a na PET skenovima kao podruĉje povišene 
ekstrakcijske frakcije kisika. TakoĊer moţe biti u opasnosti ako doĊe do hipotenzije, 
hipertenzije ili hiperglikemije (13). Oligemija kod akutnog moţdanog udara mijenja indukciju 
i inhibiciju proteinske sinteze, HSP ( heat-shock proteina), razmotanih proteina, kinaza 
endoplazmatskog retikuluma, kaspaza (14)... To vjerojatno predstavlja kompliciranu staniĉnu 
reakciju na stres (14), a ona pokreće apoptotski programiranu smrt stanice i moţe objasniti 
selektivni gubitak neurona u podruĉjima ĉak udaljenim od penumbre i jezgre moţdane 
ishemije (15).  Lijeĉenje ne cilja toĉno specifiĉno na oligemijsko podruĉje, ono samo 
sprjeĉava sekundarna oštećenja kao hipotenziju, hiperglikemiju, porast hematokrita i vazogeni 
edem, koja prijete da inkorporiraju oligemiju u penumbru (5). Nedostatak energije u jezgri 
infarkta mozga dovodi do difunkcije staniĉne membrane i masivnog influksa Na+, vode, 
Ca++, efluksa K+ i depolarizacije te staniĉne smrti. Visoki spori voltaţni pomaci na granici 
jezgre šire depolarizacijske valove koji kompromitiraju preţivljavanje i penumbralnog tkiva 
(16), ĉak i tjednima kasnije pokretanjem sporijih mehanizama staniĉne smrti. U jaĉoj ishemiji 
će smrt stanice biti brza. Stvari ipak nisu toliko jednostavne, jer noviji eksperimenti pokazuju 
da makroskopski intaktno penumbralno tkivo pokazuje znakove mikroskopskih oštećenja. 
Unutar naizgled neinfarciranog tkiva samo 27% regija iz kojih su uzeti uzorci nije pokazivao 
znakove neuronalnog gubitka, a 44% je pokazivao znakove oštećenja >50% od neurona u 
uzorku(17). Radi gore navedenih razloga penumbra i oligemija su podruĉja od velikog 
interesa i ciljevi brojnih neuroprotektivnih mjera u lijeĉenju moţdanog udara (3-5). Ishemiĉka 
smrt stanica koja se dogaĊa u jezgri dijeli se u tri kategorije: apoptozu, autofagocitozu i 
nekrozu. Nekroza je proces koji se dogaĊa nakon egzogenog oštećenja, a u njoj nema potrebe 
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za stvaranjem novih struktura u stanici i nije programirana, za razliku od prve dvije koje 
uvijek slijede iste stepenice koje vode do smrti kao dijala normalnog rasta i starenja odnosno 
ţivota i smrti (18-19). Apoptoza se dogaĊa kada razina ATP-a (adenozin trifosfat) padne na 
oko 25%, a nekroza kada padne na 15% (20)(21). Autofagocitoza moţe koegzistirati s 
apoptozom, no moţe biti neovisna ili dio nekroze. 
 
1.1.2. O patofiziologiji moţdanog udara ili faze pri razvoju moţdanog udara 
 
Ishemija aktivira sintezu potencijalno protektivnih, ali i destruktivnih proteina. Jedno 
pravilo, koje ima i svoje iznimke, je da se protektivni proteini stvaraju u relativno otpornim, a 
ne u osjetljivim stanicama ili previše oštećenim, koje su već na putu umiranja stanice. Postoje 
ĉetiri glavna potencijalno oštećujuća proteina, COX-2 (ciklooksigenaza-2, cyclooxygenase 2), 
nNOS (sintaza dušiĉnog oksida, nitric oxide synthase), iNOS (inducibilna sintaza dušiĉnog 
oksida, inducible nitric oxide synthase) i Bax, i dva najvaţnija citokina, IL-1b (interleukin-
1b)i TNF-α(tumor necrosis factor, tumorski ĉimbenik nekroze), koja se tako sintetiziraju, a 
uglavnom su destruktivna, a po postojećim dokazima podupiru smrt stanice (22-25). 
Mehanizmi aktivacije gena su iznimno sloţeni, jer ukljuĉuju mnoge signalne i transkripcijske 
ĉimbenike. Ca++, neurotrofini, PAF (ĉimbenik aktivacije trombocita, platelet-activating 
factor), kao i neurotransmiteri koji djeluju kao metabotrofiĉki receptori su svi sposobni 
aktivirati gene putem MAP kinaznog (mitogen-activated protein kinase, mitogen aktivirane 
protein kinaze) sustava ili drugim putovima. Mitogen-aktvirana protein kinaza se 
hiperfosforilira brzo nakon globalne ishemije u mnogim regijama (26) i tako moţe 
posredovati rane uĉinke; porast Ca++ moţe ĉiniti isto pomoću MAP kinaze, ali i alternativnim 
putovima (27), Kao što to mogu i slobodni radikali (28), npr. kao rezultat djelovanja NFkB 
(nuclear factor NF-κB) (29-30) ili AP1 (activator protein-1) aktivacije (31). Dolazi do rapidne 
transkripcije velikog broja  gena ukljuĉujući c-Fos (c-Fos protoonkogen), c-Jun (c-Jun 
protoonkogen), junB (Jun B proto-onkogen), krox-20 i zif-268 (zinc finger protein) za vrijeme 
ili nakon ishemijskog moţdanog udara  (32-40) i nakon hipoksije/ishemije (41). Ulazak Ca++  
i slobodni radikali su sigurno sposobni aktivirati rane neposredne gene (immediate early 
genes), kao i PAF (42). Uzorak izraţaja HSP (heat shock protein) je vrlo sliĉan ovome. 
mRNA za HSP 70, HSC70 (heat-shock cognate proteins) i HSP90 poĉinje rasti unutar 
nekoliko minuta od ishemijskog moţdanog udara u svim regijama i to je uĉinak koji nakon 
toga traje dugo (35, 36,40). Proteinski izraţaj pojaĉan je u otpornijim neuronima unutar 
nekoliko sati, ali HSP ne raste u osjetljivim neuronima (36,37). Ubikvitinska razina, 
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niskomolekularni HSP ukljuĉen u konjugaciju i razaranje oštećenih proteina, se dramatiĉno 
smanjuje u nekoliko sati nakon ishemije, a potom oporavlja tijekom sljedeća 1-3 danau svim 
stanicama, osim onih koje su nepovratno oštećene, osuĊene na smrt (43,44). Ovaj je fenomen  
ukljuĉen u oštećivanje moguće pomoću nagomilavanja djelomiĉno denaturiranih proteina. 
HSP je neophodan za preţivljavanje. Izraţaj proteina inhibira aktivaciju transkripcijskog 
ĉimbenika NFκB, koji se aktivira nakon ishemije, a ĉini se da je povezan s toksiĉnošću. 70-
kDa HSP takoĊer zaštićuje od apoptoze, blokirajući aktivaciju kaspaza i njihov uĉinak na 
aktiviranje PLA2 (fosfolipaza A2, phospholipase A2), jezgriu stanice i druge procese(45). 
Neutrofini i neurotrofiĉni ĉimbenici sluţe kao endogeni neuroprotektivi prevencijom 
akumulacije slobodnih kisikovih radikala, prevencijom degradacije PKC (protein kinaza C, 
protein kinase C) i moguće obnavljanjem proteinske sinteze. Mogu takoĊer smanjiti odgoĊeno 
povećanje Ca++. Kao i s HSP, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) grupa proteina se selektivno potiĉe 
u vitalno neugroţenim regijama nakon globalne ishemije (46). Nasuprot protektivnim 
ĉlanovima obitelji Bcl, ubilaĉki protein Bax (Bcl-2-associated X protein) biljeţi poraste u 
vitalno ugroţenim regijama nakon ishemije(22,23) kao i njemu sliĉan protein Bcl-short, a oba 
su ekprimirana tijekom razvoja ishemijskog oštećenja. Bax je takoĊer pojaĉano eksprimiran u 
penumbri fokalne ishemije (47). Postoji i dramatiĉno smanjenje izraţaja Bcl-2-like proteina i 
pojaĉanje izraţaja proteina Bax-like u osjetljivim tkivima. Postoje argumenti koji govore da je 
povišenje Bax/Bcl-2 oštećujuće, a elevacija Bcl-2 u još vitalnim regijama protektivna. Bcl-2 
jako zaštićuje od nekrotiĉke smrti stanica posredovane slobodnim radikalima(48). Ima i 
duboko protektivno djelovanje na mitohondrijsku funkciju, pomaţući maksimalno 
preuzimanje Ca++ i reducirajući sposobnost povišenog mitohondrijalnog Ca++ da poremeti 
respiraciju moguće pomoću preveniranja otvaranja MTP (mitochondrial permeability 
transition pore) (49). Bcl-2 takoĊer jako štiti od apoptoze, prevencijom otpuštanja citokroma c 
i tako prevencijom aktivacije ICE-like (interleukin-1-beta converting enzyme ICE, poznat i 
kao caspase 1) proteaza (50). Genski produkti koji pojaĉavaju oštećenja su takoĊer 
eksprimirani u postishemijskom razdoblju. To su COX-2, iNOS, nNOS, a i citokini, posebno 
IL-1b i TNF-a. c-Jun izraţaj takoĊer moţe pojaĉati oštećenje. Drugi proteini ukljuĉuju Bax, 
Bcl-x short, a i staniĉne adhezijske molekule.O ishemiĉkoj toleranciji treba reći da su kratka 
izlaganja ishemiji neuroprotektivna, a dokazano je da kad su ţivotinje nakon tranzitornih 
ishemija bile podvrgavane ishemijskim moţdanim udarima koji su bili inaĉe obiĉno letalni, 
kod globalnih ishemija gotovo da nije bilo oštećenja, a kod fokalnih su oštećenja bila znatno 
manja od oĉekivanih(51-57). Sliĉna protekcija se postiţe i kraćim termalnim stresovima, 
eksperimentalno proizvedenim kortikalno širećim depresijama i mehaniĉkim manipulacijama. 
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Dokazano je da inducirana tolerancija CA1 (sloj piramidnih stanica hipokampusa)  nije 
inducirala inicijalni odgovor na ishemiju, s disolucijom mikrotubula, blokadom sinteze 
proteina, disagregacijom polisoma (58). Poboljšala je oporavak od ovih promjena u CA1 
piramidnim stanicama. Razumijevanja podloge tog mehanizma dovesti će do boljeg pregleda 
ĉimbenika koji inaĉe uzrokuju oštećenja. Toleranciji treba nekoliko dana da postane 
maksimalna, a traje 7 dana(53, 59, 60). Vjerojatno je u podlozi sinteza novih proteina. Ĉini se 
da postoji jaka sveza izmeĊu izraţaja HSP i pojave Bcl-2 prije ishemije i pojave 
tolerancije(55)(61). Neki argumenti ipak govore i protiv te teze(62).  Za neurotrofine, iako su 
logiĉni kandidat za neuroprotekciju nema pravog dokaza(52) . Ĉini se da njihov uĉinak slabi 
nakon ĉimbenika koji uzrokuje toleranciju. Kao što je navedeno i ranije vrijeme koje je 
potrebno za indukciju tolerancije kod jedne vrste stanica moţe biti i letalno za druge vrste 
stanica. Razlog za to je vjerojatno razina na kojoj dolazi do globalne inhibicije proteinske 
sinteze. Nemogućnost sintetiziranja protektivnih proteina, a potom globalna inhibicija 
proteinske sinteze je dominantan ĉimbenik u dovoĊenju stanice do letalnog završetka. Postoje 
i dokazi da povišenje  IL-1a ili IL-1b ili ĉak TNF-α, moţe inducirati, ali ne i stvoriti 
toleranciju. IL receptori, primijenjeni za vrijeme izmeĊu prve kraće i druge inaĉe letalne 
ishemije, potpuno su sprijeĉili nastanak tolerancije. Primjena IL-1b ili IL-1a tijekom tri dana, 
bez prve ishemije, doveli su do znaĉajnog razvoja tolerancije. IL-1a moţda inducira sintezu sa 
stresom povezanih proteina kao što je Bcl-2 ili HSP prije ishemije, a moţda dopušta i sintezu 
HSP tijekom ishemije. TNF-α (Tumor necrosis factor-α) takoĊer moţe posredovati u razvoju 
tolerancije, kod fokalne ali ne prejake ishemije(63). Citokini ne samo da pogoršavaju 
oštećenja u moţdanog udaru, već induciraju i toleranciju povećanjem sinteze protektivnih 
proteina nekoliko dana nakon neletalnog moţdanog udara, i to opet kod manje vulnerabilnih 
stanica. Pojaĉano puferiranje Ca++ u mitohondijima i pojaĉana aktivnost Ca++ ATPaze je 
dokazana in vivo nakon prve ishemije i uzrok je manje akumulacije Ca++ u citosolu. Zato oni 
neuroni koji imaju razvijenu toleranciju na ishemiju bolje puferiraju Ca++ od obiĉnih. Prvi od 
tih uĉinaka je sliĉan onom koji prouzroĉi jaĉi izraţaj Bcl-2 u tolerantnih stanica, no nije dokaz 
da Ca++ ili pojaĉana aktivnost Bcl-2 je uzrok tolerancije. Kako Bcl-2 bude pojaĉano aktivan 
tek 2-4h iza ishemije, smatra se da puferiranje Ca++ u citosolu ili mitohodnrijsko preuzimanje 
istog zaštićuje neurone tek nakon 4h iza ishemije. Prvi je korak u ishemijskom procesu 
inhibicija elektronskog transportnog lanca i tako aksidativne fosforilacije, nakon ĉega dolazi 
do smanjene koliĉine ATP-a i drugih fosfata, moguće fosfokreatina, a taj pad je dramatiĉan. 
Iznosi oko 90% u 1-2 minute(64, 65). Nakon toga padaju zalihe fosfokreatina, a pad ATP-a 
inhibira Na+/K+ ATPazu, Porast intracelularnog Na+ i pad intracelularnog K+ dovodi do 
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depolarizacije staniĉne membrane- takozvane anoksiĉne depolarizacije, koja je jaka u jezgri, a 
slabija u penumbri.  Ne dovodi do oštećenja sama, ali je znaĉajan marker istog. Pad ATP-a 
aktivira glikolizu, smanjuje pH, aktivira formiranje slobodnih radikala povišenjem razine 
ksantina, vjerojatno mijenja fosforilacijski status raznih enzima i strukturalnih proteina. 
Tranzitorna inhibicija Ca++ ATPaze u endoplazmatskom retikulumu ( ER) i plazmatskoj 
membrani je isto prisutna, ali još neodreĊene vaţnosti.  Na+H+ i N+K+Cl- kotransporter je 
zahvaćen isto. Razine cAMP rastu 30 puta što je protektivno, kao i što je proces u kojem 
NMDA (N-methyl-D-aspartate) postaje defosforilirana i inaktivirana, L-tip Ca++ kanala 
postaje inaktivan, i dolazi do otvaranja ATP-osjetljivih K+ kanala, proizvodnje adenozina. 
Anoksiĉka depolarizacija, s velikim, 10-30 mV negativnim ekstracelularnim direktnim 
strujama poĉinje 60 do 180 sekundi nakon ishemije, ovisno o razinu kisika i glukoze. Poĉinje 
prvo u jezgri ishemije, potom penumbri. Posljedica je vjerojatno inhibicije Na+/K+ pumpe, 
pri niskim vrijednostima ATPa - na 13 do 40% od normale(66),  porasta K+, i pada Na+ i 
Ca++ ekstracelularno. Postoji i korelacija izmeĊu PCr (phosphocreatine) i anoksiĉne 
depolarizacije. Na+ teĉe u stanicu za vrijeme ishemije i postishemiĉkog perioda i 
najvjerojatnije je glavni uzrok oštećenja. Uzrokuje porast glutamatskog oslobaĊanja, povišava 
inracelularni Ca++, smanjuje razinu ATP-a ktiviranjem Na+/K+ pumpe, uzrokuje otok stanica 
s ulaskom Cl-. Glutamatsko oslobaĊanje i aktivacija NOS pomoću NMDA traje satima nakon 
inicijalne ishemije, i porast NO i njegovih oštećenja slobodnim radikalima je krucijalni korak 
koji dovodi do zaĉaranog kruga odgoĊenog ulaska Na+ i ponovo posljedica toga (67).  Ovaj 
se mehanizam javlja i u pemumbri radi odgoĊene aktivacije NMDA.Porast Ca++ u citoplazmi 
ima kljuĉnu ulogu u normalnoj nekrotiĉnoj smrti stanice nakon ishemije.On ulazi u stanicu, a 
povišava razinu Ca++ za 25% pomoću NMDA receptora stimuliranih ekstracelularnim 
porastom glutamata u ranoj fazi ishemije (to je oko 80% koliĉine). Ca++ inducirano 
oslaobaĊanje Ca++ doprinosi ostatak. Nešto Ca++ preuzimaju mitohondriji ili je pohranjen u 
ER, no većinom je oslabljen putem influksa Na+ i aktivacije 2Na+/Ca++ transportera (68). Za 
vrijeme prvih nekoliko minuta NMDA receptori ishemijaske jezgre defosforiliraju, a kao 
posljedica pada ATP-a, a tako postaju inaktivni. Da nije tako oštećenje bi bilo još i veće. 
Kasnije odrţavanje razine je rezultat Na+ induciranog Ca++ oslobaĊanja iz mitohondrija, s 
poremećajem uklanjanja Ca++ preko plazmaleme zbog niske razine aktivnosti Ca++ ATP-aze 
i influksa drugim putovima kao što su N-tip i L-tip Ca++ kanala i 2Na+/Ca++  razmjena (69-
71). S druge strane u penumbri je Ca++ influks jaĉe ovisan o NMDA jer ATP ne pada toliko. 
Intracitosolni porast Ca++ je velik i ostaje takav u postishemiĉkom razdoblju, a aktivira Ca++ 
ovisne procese. Mogući mehanizam kojim povišeni Ca++ uzrokuje smrt je aktivacija NOS, 
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kalpaina, generiranje slobodnih radikala fosfolipidnim metabolizmom ili transofmacijom XD 
(xantine dehidrogenase) u XO (xantine oxydase) (u globalnoj ishemiji), oštećenje 
mitohondrija (72) ili drugi putovi kao npr kalmodulinski (73). Cink se akumulira 
intracelularno nakon ishemije. Glutamat raste nakon što akumulacija Na+ u stanici izazove 
depolarizaciju i egzocitozu glutamata preko citosolnog Ca++ ovisnog spontanog vezikularnog 
oslobaĊanja ili preko obrnutog funkcioniranja  glutamatskog preuzimanja vezanog uz visoko 
afinitetni Na+ovisni glutamatski prijenos, koji je uzrokovan slobodnim radikalima (vjerojatno 
glavni mehanizam). Peroksinitrit inhibira tri glavna klonska transporterske vrste (74,75). 
Fosforilacija sinapsina I putem MEK-MAP (MEP gen za mitogen-activated protein kinase) 
kinaznog sistema dovodi do ishemiĉkog oslobaĊanja gutamata. Ektracelularni glutamat raste 
već 2 minute nakon ishemije i ostaje povišen u jezgri, ali pada u penumbri nakon oko 1h, ĉak 
i brţe kod tranzitornih ishemija. Ipak postoji i porast nakon 2h koje je, dakle, odgoĊen. Sam 
glutamat je puno opasniji uz kisik nego bez njega - u anoksiji (76).  Glutamat stvara 
ekscitotoksiĉno oštećenje u jezgri, ali i penumbri,ovisno o slobodnim radikalima i stvaranju 
NO (dušiĉni oksid), oštećenju mitohondrija zbod ulaska Ca++. Prva dva procesa trebaju kisik, 
a zadnji jako aktivan oksidativni metablizam. Uzrokuje i apoptozu i nekrozu i ovisan je kao i 
fokalno ishemiĉko oštećenje o vremenu potrebom za razvoj oštećenja (12–24 h), stvaranju 
NO, slobodnih kisikovih radikala, aktovaciji kalpaina u većini staniĉnih tipova, aktivaciji 
kalcineurina i PARP-a (poly ADP ribose polymerase). AMPA/kainatni ili metabotropni 
receptori  (AMPA - α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina) doprinose 
staniĉnoj smrti, oslobaĊaju Ca++ iz mitohondrija i njegovom porastu u citoplazmi. AMPA 
receptori postaju znatno propusniji u oštećenim regijama izmeĊu 1-3 dana nakon globalne 
ishemije.  Moguće je i daje zapravo to kljuĉni toksiĉni dogaĊaj u globalnoj ishemiji a da su 
prethodni dogaĊaji oštećujući jer na kraju uzrokuju ovu promjenu AMPA receptora, koja 
nakon toga vodi u klasiĉnu ekscitotoksiĉnost. Oštećenje posredovano glutamatom rezultat je 
intraihemiĉkih depolarizacija koje aktiviraju štetne tijekove iona Ca++ i Na+ kroz voltaţno 
ovisne i receptorima kontrolirane kanale. Moguće je da su oba mehanizma operativna i da 
depolarizacija pojaĉava influks iona posredovan receptorima. Vaţnost NMDA posredovane 
aktivacije TNF-α pokazuje kako postoje dodatni uĉinci u ishemiji. Glutamat senzibilizira 
moţdano tkivo na ishemiju, što dovodi izlaganje ishemiji do letalnog uĉinka na neurone. 
Jezgra je toliko dugo metaboliĉki kompromitirana da se oštećenja dogaĊaju i bez glutamata. 
Eksracelularni prostor postaje kiseo unutar 20 sekundi ishemije, puno prije anoksiĉne 
depolarizacije i intercelularni pH pada za 0.5-1 jedinicu brzo, poĉinjući unutar 1 minute i 
dolazeći do minimuma nakon oko 2 minute. U jezgri gdje je protok pao na 25% u 10. minuti i 
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na 10% za 3-4h, pHi (intracelularno) pada na 6.6, 6.2, i 6.1 u to vrijeme. U penumbri, gdje je 
protok pao na oko 40%, nije bilo znaĉajnog pada pHi nakon 3 h a manji pad je bio pri 4h (na 
pH 6.75). Rani pad u Phi rezultat je trenutne blokade oksidativne fosforilacije i kontinuiranog 
tijeka kroz glikolitiĉki put. Nizak pHi moţe povisiti intracelularni Na+ aktivacijom Na+/H+ 
transportera nakon ishemije, kada je ekstracelularni H+ ispran za vrijeme reperfuzije. Za 
razliku od glutamata, ove promjene pH same za sebe ne oštećuju neurone. Stvaranje 
slobodnih radikala je vjerojatno rezultat smanjenog pH preko delokalizacije ţeljeza i 
Fentonove reakcije. Smanjeni pH smanjuje mogućnost stanica da smanje citoplazmatsku 
koncentraciju Ca++ nakon ishemije, ima uĉinak na stvaranje BDNF (brain-derived 
neurotrophic factor), prolazno denaturira kljuĉne enzime ili strukturalne proteine 
(endonukleaza se aktivira pri pH oko 6.6). Od svih ovih najznaĉajniji se ĉini uĉinak slobodnih 
radikala na oštećivanje. Za vrijeme okluzije arterije postoji porast kisikovih radikala, ali taj 
porast ostaje znaĉajno veći tijekom reperfuzije. Njegovo trajanje ovisi o trajanju ishemije. U 
nekim podruĉjima 24h nakon ishemije postoji jak porast superoksida a u isto vrijeme i COX-2 
enzima. Proizvodnja kisikovih radikala se ĉimi ograniĉena na penumbru. Znaĉajan porast je 
vidljiv tijekom 2-3h ishemije, radi kontinuiranog generiranja, a reperfuzija nakon 1 ili 2h daje 
novi porast koji traje 6h. Oštećenje jezgre ishemije koje se dogaĊa unutar prva 3h nakon 
moţdanog udara nije porijekla od kisikovih radikala, jer u jezgri tada, tijekom prva tri sata 
ishemije, a i tijekom još 3h reperfuzije, iako NO i peroksinitrit ĉini se rastu nakon toga. I 
iNOS (koji proizvodi NO u endotelnim stanicama i neutrofilima) o COX-2 (prostaglandin H 
sintaza- proizvodi superoksidne radikale u neuronima) su pojaĉano aktivni u penumbri 
tijekom 6-24h nakon ishemije. Njihovi produkti mogu reagirati i tvoriti peroksinitrit 
(ONOO2) jer i NO i superoksid mogu difundirati nekoliko stotina mikrometara. Moţe nastati 
nakon aktivacije NOS same za sebe, koristeći bazalne koliĉine superoksida ili iz proizvodnje 
samog superoksida. Peroksinitrit, superoksid i OHz (hydroxyl radical) predstavljaju tri vrlo 
aktivna radikala. Postoji XO - inducirana proizvodnja slobodnih radikala, metabolitima 
arahidnoske kiseline inducirana proizvodnja istih, kalmodulinom inducirana proizvodnja NO i 
neutrofilima inducirana proizvodnja superoksida iz NADPH (Nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate). Raspadom adeninskih nukleotida za vrijeme ishemije dolazi do 
akumulacije hipoksantina unutar 10-ak minuta, koji ksantin oksidaza metabolizira u slobodne 
radikale. Dolazi do višestrukog povišenja razine slobodnih masnih kiselina (FFA), ukljuĉujući 
i arahidonske, za vrijeme i nakon ishemije. Metabolizmom putem ciklooksigenaze ili 
lipoksigenaze dolazi do superoksida ili produkcije  OH- koja dalje aktivira raspad fosfolipida 
u arahidonsku kiselinu. COX-2 inducirana proizvodnja eikosanoida dogaĊa se tijekom 6-48 hi 
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tako predstavlja veliki izvod odgoĊene produkcije slobodnih kisikovih radikala. Neutrofili 
adheriraju na zid krvne ţile i ulaze u parenhim za vrijeme i nakon fokalne ishemije, oksidiraju 
NADPH da bi nastao superoksid. Proizvode iNOS 1-2 dana nakonfokalne ishemije. 
Mitohondriji normalno proizvode slobodne radikale vrlo brzo. Za vrijeme i tijekom 45 minuta 
nakon ishemije, ĉak 2% elektrona teĉe ka formaciji superoksida, dovodeći do NO, a takoĊer i 
peroksinitrita. Akumulacija Ca++ i otvaranje MTP su meĊu drugim ĉiniocima koji vjerojatno 
uzrokuju mitohondrijsku produkciju slobodnih radikala. NO stvaraju neuroni i endotelne 
stanice sa svojom NOS, u reakciji ovisnoj o kisiku, a koja je aktivirana Ca++/kalmodulinom u 
većini stanica. Moţe takoĊer ukloniti fosforilacijom indicirani zastoj, aktivacijom 
kalcineurina. I neuronalna i inducibilna NOS su pojaĉano aktivne nakon ishemije. 
Peroksinitrit se stvara reakcijom izmeĊu superoksida i NO kada NO poraste na 1-2mmola, što 
se dogaĊa u ishemiji. Moţe stvoriti vrlo reaktivnu peroksinitroznu kiselinu koja se rastvara na 
OH- i razne dušikove i kisikove spojeve. Oboje je vrlo reaktivno, prolazi staniĉne membrane, 
tako da peroksinitrit, s duţom mogućnošću difuzije- do 100mm, kao i superoksid moţe 
djelovati u drugim stanicama osim onih u kojim je nastao. MAO (monoamin oksidaza) djeluje 
na osloboĊene monoamine, a dolazi i do stvaranja H2O2 (hydrogen peroxide), koji se onda 
moţe metabolizirati u OHz u Fentonovoj reakciji. Superoksid i NO se obiĉno prvi stvaraju, ali 
superoksid nije jako reaktivan. Stvaranje ONOO2 je vjerojatno ono koje stvara dosta 
toksiĉnosti. Reakcijski proizvodi superoksida, OH- ili HO2- (hydroperoxyl), su vrlo reaktivni 
i vjerojatnije da će stvoriti toksiĉno stanje. Stvaranje OHz je jaĉe pri niskom pH, koje postoji 
kod ishemije i kod delokacije slobodnog ţeljeza s proteina kao rezultat sniţenog pH ili 
superoksidom inducirane redukcije Fe3+. Ca++ ovisne proteaze, kalpain, kaspaze i katepsini, 
20S proteasomi takoĊer imaju svoju ulogu. Kalpain se aktivira pri malim koncentracijama ako 
je Ca++ vezan za fosfoinozitide ili druge specifiĉne proteine. Napada citoskeletalne proteine 
kao što su MAP2, spektrin, ankirin, sudjeluje u razaranju mikrotubula, otvara MTP, razara 
eIF-4, moguće i aktivira autofagocitozu. Ima kritiĉno mjesto u apoptozi, a pomaţe u 
remodeliranju dendrita u kasnoj fazi nakon ozljede. Poĉinje djelovati, kao i slobodni radikali, 
oko 3-6h nakon ishemije. Ishemija uzrokuje duboke promjene fosfolipidnog metabolizma, s 
porastom slobodnih masnih kiselina u mitohondrijima i ostatkui stanice. Osnova pojaĉane 
mobilizacije je u aktivaciji PLC (phospholipase C ) i PLA2 (phospholipase A2) i smanjenoj 
resintezi fosfolipida zbog niskog ATP-a. Rezultati ukljuĉuju poremećaj funkcije membrane, 
proizvodnju slobodnih radikala, aktivaciju kalpaina ili u sluĉaju PAF, genetske mehanizme.  
Ishemiĉka smrt stanice u jezgri moţe biti apoptotiĉka, autofagocitotiĉka ili nekrotiĉka. 
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Apoptoza i autofagocitoza dogaĊaju se programirano (18,19). Apoptoza  dovodi do smrti 
stanice aktivacijom kaspaza i kalpaina (77-80). Dolazi o masivnog napada na citoskelet, 
kondenziranja kromatina, skupljanja citoplazme, oslobaĊanja citokroma c u citoplazmu te na 
kraju smrti stanice. Autofagocitoza nastaje aktiviranjem fuzije lizosoma koji poĉinju 
obuhvaćati i organele, dolazi do kondenzcije citoplazme te smrti stanice (81,82). Nekroza 
moţe biti edematozna, ishemiĉka ili homogenizirajuća. Edematozna se smatra posljedicom 
primarno gubitka citoskeleta i drugih proteina te otjecanja citoplazme radi poremećaja 
Na+/K+ATP-aze (83). Ishemiĉna je posljedica takoĊer masivne proteolize i aktivacije Ca++ i 
K+ kanala(84). Homogenizirajuća vjerojatno nastaje iz ishemiĉne, a karakterizira ju 
postojanje fragmentirane citoplazme i zgusnute jezgre. Apoptoza se dogaĊa pri razini ATPa 
oko 25%, a nekroza kada je razina ko 15% (20). Završna faza apoptoze i nekroze su jako 
sliĉne (21). Autofagocitotiĉne stanice mogu postojati kod nekroze ili apoptoze, a 
autofagocitoza se moţe dogaĊati i zasebno. Vakuole se na kraju krajeva nalaze na kraju etape 
oba puta i dijelom mogu biti autofagocitotiĉne. Kada se razina ATPa ili drugi parametri, kao 
npr. Ca++ dramatiĉno mijenjaju, mogu onesposobiti apoptotski put i usmjeriti proces ka 
nekrozi, što moţe biti posljedica poremećene sinteze potrebnih proteina ili fosforilacije. Tako 
nekroza ostaje kao put do smrti ako apoptoza više nije moguća. 
 
1.1.3. Medikamentozno lijeĉenje moţdanog udara 
 
Trenutno je jedino uĉinkovito medikamentozno lijeĉenje moţdanog udara kod ljudi 
tromboliza pomoću rekombinantnog tkivnog plazminogen aktivatora (rtPA), ali dijabetes je u 
nekim sluĉajevima iskljuĉujući kriterij, kao kod lijeĉenja recidivnog moţdanog udara. 
Vremenski prozor za lijeĉenje je relativno uzak i prema najnovijim smjernicama drugi 
lijekovi nisu pokazali uĉinkovitost u poboljšanju ishoda moţdanog udara pa stoga nisu 
preporuĉljivi (85). Potraga za alternativnim naĉinima lijeĉenja je dobrodošla.  
 
 
1.1.4. Moţdani udar i dijabetes 
 
Više od 347 milijuna ljudi na cijelom svijetu danas ima dijabetes i mnoge njegove 
komplikacije, od kojih su neke, kao mikro i makroangiopatija riziĉni ĉimbenici moţdanog 
udara pa je dijabetes  ukupno gledano jedan od najvaţnijih riziĉnih ĉimbenika za moţdani 
udar. On pridonosi ĉak do 50% rizika za smrt od kardiovaskularnih bolest, uglavnom srĉane 
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bolesti i moţdanog udara, a 2 do 4 puta veći rizik cerebrovaskularne bolesti, ali takoĊer od 
ponavljanja moţdanih udara. Od 15 milijuna ljudi koji svake godine dobiju moţdani udar, 
jedna trećina umire, a još jedna trećina je trajno onesposobljena radi neuroloških deficita koji 
su posljedica moţdanih udara (87). Dijabetes je prisutan u 25% svih bolesnika s moţdani 
udarom, a hiperglikemija u 40%, a oboje su prognostiĉki markeri lošijeg neurološkog ishoda 
(87, 88). Poznato je da neka stanja stvaraju tzv. akceleraciju ishemiĉnog procesa kod infarkta 
mozga. Takvo stanja su hiperglikemija i akutna infekcija kod svjeţeg moţdanog udara. Kod 
njih postoji veća vjerojatnost hemoragiĉne transformacije infarkta mozga i pojave ranih 
hipodenziteta tkiva mozga (kao znakova ireverzibilne ishemije i edema) vidljivih na CT-i 
(computed tomography, raĉunalna tomografija), iako su sigurno unutar vremenskog prozora 
koji je prihvatljiv za trombolitiĉko lijeĉenje (89, 90). Sama povišena serumska koncetracija 
glukoze se pokazala neovisnim prediktorom hemoragijske transformacije infarkta mozga, a 
takoĊer i lošijeg ishoda lakunarnih moţdanih udara u kohorti bolesnika u TOAST 
istraţivanju. Ovaj lošiji ishod je bio neovisan o postojanju ranijeg dijabetesa, a tumaĉi se 
pojaĉanim razvojem aterosklerotskih zbivanja, formiranjem ekstenzivnijih plakova u 
zahvaćenim arterijama, ali i onemugućavanjem reagiranja kolateralne mreţe arterija na 
ishemiju (za koju neki autori okrivljuju i disfunkciju autonomnog ţivĉanog sustava kao 
mogući patofiziološki mehanizam). Vjerojatno se radi o kombinaciji slabije perfuzije 
ishemiĉnog tkiva s metaboliĉkim poremećajima (91). Mogući mehanizam ovog poremećaja 
reperfuzije ukljuĉuje oštećenje endotela radi hiperglikemije, pojaĉan izraţaj adhezijskih 
molekula ali i glikozilacija krucijalnih proteina koji stvaraju vazodilatacijske i antitrombotske 
spojeve kao što je dušikov oksid (92). Dodatno hiperglikemija pogoršava mogućnosti za 
oporavak metaboliĉkih funkcija stanice nakon ishemiĉkog oštećenja. Nekoliko potencijalnih 
metaboliĉkih ĉimbenika se navode kao uzrok lošijeg ishoda: acidoza koja direktno oštećuje 
tkiva, prolongirana postishemijska alkaloza s lošim djelovanjem na mitohondrijsku funkciju, 
odgoĊena postishemijska hipertermija koja potiĉe štetne enzimske reakcije poput formiranja 
peroksinitrata i poticanje stvaranja hidroksiliranih radikala. Zajedniĉki rezultat tih 
hiperglikemijskih celularnih promjena je stvaranje slobodnih kisikovih radikala. Formiranje 
završnih produkata glikozilacije (advanced glycation end products (AGE)) kao rezultat 
pojaĉane neenzimske glikozilacije proteina, lipida i nukleinskih kiselina, praćen je 
oksidativnim reakcijama koje stvaraju slobodne radikale i njihov su najveći izvor u uvjetima 
kroniĉne hiperglikemije (93). AGE su i moguća poveznica izmeĊu hiperglikemije i štetnog 
djelovanja upale, a povezani su s sekundarnim komplikacijama dijabetesa. Mogu se pojaviti 
već nakon nekoliko sati hiperglikemije, a postoje dokazi da oni i slobodni radikali, 
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aktivacijom inflamatorne kaskade preko NF-kB, mogu pogoršati ishemiĉko oštećenje. 
Hiperglikemija takoĊer mijenja produkciju eiokosanoida i time vaskularni tonus. 
Hiperglikemija stimulira lopoksigenazni i ciklooksigenazni put u glatkim mišićnim stanicama, 
stvarajući vazokonstriktorne prostaglandine kao što je tromboksan A2. To moţe biti razlog za 
izostanak postreperfuzijskog pojaĉanja protoka i razlog za efekte inhibitora cikooksigenaze 
(94). Dijabetes dakle dovodi do mikroangiopatije, tkivne hipoksije, ateroskleroze i 
ishemijskih lezija, jaĉeg odgovora na vazokonstriktore i slabijeg odgovora na vazodilatatore, 
što ometa moţdanu autoregulaciju krvotoka (95).  
 
1.1.5. Spolne razlike kod bolesnika s moţdanim udarom 
Ţene s dijabetesom imaju 4.8 puta veći rizik za razvoj ishemijskog moţdanog udara u 
odnosu na opću populaciju (u usporedbi s 3.7 puta većim rizikom kod muškaraca s 
dijabetesom) (96-98). Ti bolesnici ĉešće zadobivaju fatalne moţdane udare (standardizirani 
omjer smrtnosti 3.1 za muškarce i 4.4. za ţene) (96-98). 
 
1.2. Hiperbariĉna oksigenacija (HBO2)  i njezin utjecaj na moţdani udar 
1.2.1 Definicija i fiziologija HBO2. 
 
 Lijeĉenje hiperbariĉnom oksigenacijom (HBO2, HBOT- hyperbaric oxygen therapy) 
se definira kao intermitentna inhalacija 100% kisika unutar hiperbariĉne komore, pod tlakom 
većem od 1 atmosfere (ATA, razina mora). To je adjuvantna terapija korištena u mnogim 
stanjima gdje je smanjena oksigenacija tkiva i ne odgovara metaboliĉkim potrebama. Ona 
dovodi ne samo do zasićenosti hemoglobina kisikom (koji je kod atmosferskog tlaka već 
zasićen 97%), nego znaĉajno povećava razinu otopljenog kisika u plazmi je vaţno u raznim 
stanjima u kojima je oksigenacija tkiva reducirana i ne zadovoljava metaboliĉne potrebe. Tada 
se povišenjem tlaka po Henry-jevom zakonu situacija mijenja. Dok normobariĉni zrak pri 
normalnom tlaku od 1 ATA proizvodi arterijski tlak kisika oko 100 mmHg, a tkivni oko 55 
mmHg, 100% kisik pri 3ATA povećava arterijski na oko 2000 mmHg, a tkivni na oko 500 
mmHg. To omogućava transport 60 mL kisika po litri krvi (99, 100). Boerema je uĉinio jedan 
zanimljiv pokus kojim je ovo slikovito objasnio; odrţavao je na ţivotu potpuno 
eksangvinirane svinje samo na plazmi i hiperbariĉnom kisiku, bez pomoći hemoglobina iz 
eritrocita. Najvaţniji rCBF za vrijeme moţdanog udara je zapravo kapilarni tijek krvi, a 
sastoji se većinom od protoka plazme, koja dopire i tamo gdje eritrociti ne mogu, npr. zbog 
opstrukcije i zato je kisik u plazmi tako vaţan.  Pri atmosferskom tlaku kisik se takoĊer 
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prenosi u plazmi, ali to je samo 3% od ukupnog potrebnog i dostavljenog kisika. Primjenom 
HBO2 dokazano je, postiţe se deseterostruko povišenje razine otopljenog kisika, još više 
povisuje difuzijski gradijent te postiţe 20% povećenje oksigenacije ishemiĉke penumbre, 
smanjenje moţdane razine piruvata i laktata, poboljšanje mitohondrijske funkcije (101-104). 
Primjena kisika pod povećanim tlakom povećava arterijski i tkivni PaO2, tako poboljšava 
tkivnu oksigenaciju i smanjuje oštećenja. HBO2 smanjuje hipoksiju penumbralnog tkiva 
tijekom rane faze ishemije mozga znaĉajno  efektivnije nego normobariĉna oksigenacija 
(NBO2), doprinosi cijeljenju ishemiĉkih ulceracija kod dijabetiĉara i poboljšava ishod nakon 
moţdanog udara (104), infarkta miokarda (105), akutne ishemije ekstremiteta kod ljudi (106), 
reducira aterosklerotske plakove u animalnim eksperimentalnim modelima (104, 105) itd.. 
Manje je poznato kako HBO2, utjeĉe na strukturalne lezije nakon ishemiĉko-reperfuzijske 
ozljede (mjereno u volumenu infarkta).  
Stoga su  potrebna dalja istraţivanja koja bi prouĉavala mehanizme kojima HBO2 dovodi do 
svojih uĉinaka. U posljednje vrijeme se mnoga takva istraţivanja i provode pojašnjavajući 
nam korisne uĉinke HBO2 na ishemiĉna tkiva (107). HBO2 popravlja dopremu kisika tkivu, 
obnavlja funkciju ionske pumpe, postishemijski cerebralni metabolizam pogotovo u 
penumbri, a svime time produţuje neuralno preţivljavanje i mogućnosti do razvoja 
koletaralne cirkulacije (108). HBO2  poboljšava i postishemijski metabolizam pomaţući 
produkciju ATP-a i smanjenjem akumulacije laktata, smanjuje oštećenja krvno moţdane 
barijere (109), potpomaţe formiranje kolagenskog matriksa potrebnog za angiogenezu (110-
112). U normalnom tkivu HBO2 uzrokuje znaĉajnu vazokonstrikciju, no taj se efekt u 
ishemijskom tkivu kako je već ranije u brojnim primjerima dokazano ne vidi. Ĉak dolazi do 
porasta protoka za vrijeme HBO2, a poboljšava se transport kisika s više otopljenog kisika u 
plazmi i poboljašnjem mikrovaskularnog protoka (113, 114) a sve to pomaţe „dobivanju na 
vremenu“ i stvara vrijeme potrebno da se razviju kolaterale, odnosno da stanice koje su 
preţivjele prvu, ishemiĉku ozljedu preţive. Do sada su se koristili modeli trajne i tranzitorne 
okluzije moţdanih arterija, s razliĉitim trajanjem tranzitorne okluzije te vremena od ishemije 
do HBO2 i broja izlaganja HBO2 (115,116). Njihovi podaci sugeriraju da je najveća korist 
postizana kod kraćeg trajanja ishemije te zapoĉinjenjem HBO2 što prije nakon nastanka 
moţdanog udara, korištenjem manjih pritisaka unutar komore (1.5-2.5 ATA), skraćenjem 
trajanja izlaganja HBO2, i korištenjem multiplih ekspozicija.  Ipak HBO2 pri 2 ili 2.5 ATA 
pokazala se superiornijom od 1.5 ili 1.0 ATA (117,118). Vremenski prozor za primjenu HBO2 
kod štakora je oko 6 h, što je dulje nego kod trombolitiĉke terapije (dvije studije pokazale su 
da je korisna, s boljim histološkim i neurološkim rezultatima, ako se primjeni 3h ili 6 h nakon 
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ishemije, a štetna ako se primjeni 12h ili 23 h iza nje (119,120). Moţdani udar, smanjenim 
dovodom kisika, dovodi do hipoksije tkiva i te pokreće ireverzibilnu spiralu staniĉne smrti 
ekscitotoksiĉnošću, oksidativnim stresom, inflamacijom i apoptozom.  Jedan od najvaţnijih 
mehanizama neuroprotekcije s HBO2 je inhibicija apoptoze ozljeĊenog tkiva, posebno u 
penumbri, što je dokazano na neonatalnoj ishemiji štakora, kod fokalne cerebralne ishemije i 
globalnoj cerebralnoj ishemiji (121, 122). HBO2 smanjuje aktivnost i izraţaj kaspaza-3, 
smanjuje PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) cijepanje, i zaustavlja fragmentaciju DNA. 
Moguće je i da djeluje direktno na gene osjetiljive na kisik. Neka recentna istraţivanja 
pokazala su da smanjuje hipoksijom-inducirani ĉimbenik 1- α (, hypoxia-inducible factor-l α 
(HIF-lα)) i brojne druge gene povezane s apoptozom (123). Ishemijom inducirano nakupljanje 
HIF-lα aktivira svoje ciljne gene kao što su geni za angiogenezu (VEGF (vaskularni 
endotelijelni ĉimbenik rasta, vascular endothelial growth factor), eritropoezu (eritropoetin), i 
glikolizu (glikolitiĉke enzime i glukozne transportere).  HIF-lα  takoĊer aktivira tumorski 
supresorski gene p53, i kaspazu-9, sve snaţno povezane s apoptozom. Aktivacija p53 dovodi 
do oslobaĊanja citokroma C i aktivacije kaspaze-9 i kaspaze-3, rezultirajući staniĉnom smrću, 
pogotovo apoptozom. Jedan od najjaĉih inhibitora rastameĊu tim mijelin-povezanim 
inhibitorima je Nogo-A (neurite outgrowth inhibitor), koji se veţe na Nogo receptor (Ng-R) 
(124, 125) aktivirajući intracelularne Rho GTPazni singalne puteve.  Ishemija proizvodi 
morfološke ozljede i odmah povisuje izraţaj Nogo-A, Ng-R i njihov izvršitelj RhoA (koji je 
prisutan u ishemiĉnom moţdanom korteksu). HBO2 smanjuje njihov izraţaj(126). Svi 
ĉimbenici Nogo-A puta odmah reagiraju, unutar 6h povišenjem razine, a vrh ima je 48h nakon 
globalne ishemije.  Nogo-A ima vaţnu ulogu u preveniranju regeneracije neposredno nakon 
ozljede, prije formacije glijalnog oţiljka. Supresija Nogo-A puta pomoću HBO2 mogla bi 
pomoći pri oporavku neuroloških funkcija, kao što je primijećeno u animalnom modelu 
globalne ishemije. HBO2 u moţdanom tkivu ima i antiinflamatorno djelovanje smanjivanjem 
izraţaja ciklooksigenaze-2 (COX-2), smanjivanjem broja intercelularnih adhezijskih 
molekula-1 (ICAM-1), indukcijom endotelne sinteze dušiĉnog oksida (eNOS) te time 
redukcijom adhezije i infiltracije leukocita (127, 128). DogaĊa li se isto ili drugaĉije u 
moţdanim krvnim ţilama, još nije dokumentirano. Krvno moţdana barijera je karakteristika 
moţdane mikrovaskulature i formirana pomoću ĉvrstih interendotelnih intercelularnih spona, 
intaktne podleţeće bazalne lamine i astrocitnih nogica. Ishemija oštećuje i primarnu endotelnu 
barijeru i sekundarnu koja se sastoji od bazalne lamine i integrinski postredovanih interakcija 
stanica i ekstracelularnog matriksa. Poremećaji endotelijalnih ĉvrstih spojeva i integrinskog 
izraţaja, kao i aktivacija metaloproteinaza dogaĊa se već prvih sati nakon tranzitorne 
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ishemije, a disolucija komponenti bazalne lamine je odgoĊenija (129-134). HBO2 dokazano 
smanjuje rano i odgoĊeno oštećenje krvno moţdane barijere tijekom tranzitorne fokalne 
ishemije u štakora (109). HBO2 je pokazao protektivno djelovanje na krvno moţdanu barijeru, 
a tako i smanjenje ulaska inflamatornih stanica i upalnih medijatora, smanjenje stvaranja 
edema mozga i hemoragizacije infarkta mozga(135-137) nakon tranzitorne fokalne ishemije u 
štakora (109). Nova istraţivanja pokazuju uspjeh takozvanog predtretmana 
(prekondicioniranja, pripreme tkiva pomoću HBO2, za ishemiĉka oštećenja), pospješujući 
njihov oporavak i smanjujući konaĉni infarkt (104).  
 
1.2.2. Lijeĉenje moţdanog udara pomoću HBO2  
 
  Ipak meĊunarodne smjernice, poput onih društva AHA /ASA (American Heart 
Association/American Stroke Association) i u svojim najnovijim smjernicama iz 2013. godine 
navode kako su podaci o koristi primjene HBO2 nedovoljni za donošenje preporuke o 
lijeĉenju te da bi navedeno lijeĉenje potencijalno moglo biti i štetno. Stoga se još uvijek ne 
preporuĉuje za lijeĉenje bolesnika s akutnim ishemiĉkim moţdanim udarom (85). Jedna 
metaanaliza lijeĉenja s HBO2 u kliniĉkoj praksi nije našla da poboljšava kliniĉki ishod nakon 
moţdanog udara. Ipak, glavni problem otkriven pri analizi ovih istraţivanja korištenih u meta-
analizi je bio odgoĊen poĉetak lijeĉenja od nastupa moţdanog udara do primjene HBO2 i 
potreba njege bolesnika u specijaliziranoj komori za HBO2 (138). 
 
1.2.3. Potencijalni utjecaj HBO2 na ulogu  20- HETE u razvoju moţdanog udara 
 
Dijabetes, posebno nelijeĉeni, dovodi do angiopatije, tkivne hipoksije, ateroskleroze i 
ishemijskih lezija, jaĉeg odgovora na vazokonstriktore i smanjenog odgovora na 
vazodilatatore, dovodi do poremećaja moţdane autoregulacije (95). Citokrom P450 (P450) 
metabolizira arahidonsku kiselinu (AA) u hidrokdieikosatetraenoiĉne kiseline acids  (HETE-i) 
i epoksieikosatrienoiĉne kiseline (EET-i). Jedan od tih, 20-HETE, ima vaţnu ulogu u 
regulaciji cerebrovaskularnog tonusa kao potentni vazokonstriktor koji proizvode glatke 
mišićne stanice (VSM). 20-HETE depolarizira te stanice blokadom vjerojatnosti otvorenog 
stanja Ca2+ aktiviranih K+ kanala i prihvaćen je kao protu-regulator dušiĉnog oksida u malim 
ţilama mozga. Nakon moţdanog udara taj povišeni cerebrovaskularni tonus moţe djelomiĉno 
biti posljedica pojaĉanog otpuštanja tog vazokonstrikora, 20-HETE (139). HBO2 bi mogla 
djelovati protiv ove vazokonstrikcije. 20-HETE inhibitori ili povećanje razine EET-a bi mogli 
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smanjiti moţdano oštećenje nakon moţdanog udara, blokadom vazospastiĉnog odogovora 
moţdanih arteriola, pogotovo kod dijabetiĉara. 
 
1.2.4. Reperfuzijska ozljeda i HBO2 
 
Reperfuzijska ozljeda druga je vaţna noksa koja pogoršava ishemijske, „crush“ i druge 
traumatske  ozljede, propadanje koţnih reţnjeva i sliĉno. Patofiziološka pozadina ovog 
fenomena koji se dogaĊa kod neuralnog oštećenja nakon ishemije su neutrofili koji prijanjaju 
za zid krvnih ţila ishemiĉkog tkiva, oslobaĊaju proteaze i lokalno proizvode slobodne 
radikale, pojaĉavaju upalu, dovodeći do patološke vazokonstrikcije i jaĉeg oštećenja tkiva 
(140).  HBO2 promovira  generiranja molekula („scavengers“) koje detoksiciraju tkivo od 
kisikovih radikala, preveniraju lipidnu peroksidaciju staniĉnih membrana, promoviraju 
sekvestraciju leukocita u plućima, tako prevenirajući njihovu akumulaciju u oštećenom tkivu. 
HBO2 inhibira adherenciju neutrofila i postishemiĉku vazokonstrikciju u ishemiĉnom tkivu 
štakora. HBO2 smanjuje COX-2 mRNA i proteinsku ekpresiju u ishemiĉnoj hemisferi nakon 
t-MCAO odnosno  okluzije/reperfuzije u štakora (141). HBO2 smanjuje i ishemijom 
inducirano smanjenje razine neurotrofin-3 mRNA i tako moţe pomoći oporavku  ishemijskog 
oštećenja mozga (142). 
 
1.2.5. Cijeljenje tkiva i HBO2: 
 
HBO2 poboljšava formiranje kolagenskog matriksa, koji je potreban za angiogenezu, 
jedan kompleksni proces koji koristi razliĉite tipove stanica i medijatora, što je najoĉitije na 
rubovima ishemiĉnog oštećenja, gdje dovodi do visokog gradijenta kisika, koji je vaţan 
stimulus angiogeneze i cijeljenja(110,111). Cijeljenje i angiogenaza je brţa i bolja kod 
oštećenja lijeĉenih s HBO2. Uĉinak jedne ili ponavljanih procedura trebao bi pomoći u 
odrţavanju na ţivotu onih stanica koje su preţivjele prvu ishemijsku ozljedu (112).  Na 
animalnim modelima je sliĉno tomu demonstrirano da se koliĉina i veliĉina krvnih ţila u 
koţnim reţnjevima znaĉajno povećava kada su lijeĉeni s HBO2. Uĉinak je zanimljivo jaĉe 
izraţen u kompromitiranim tkivima poput ishemiĉnog, hipoksiĉnog ili postiradijacijskog 
oštećenja i kod oštećene vaskualture. To je logiĉno ako se sjetimo originalnih Boereminih 
eksperimenata  s eksangviniranim svinjama i da plazma prolazi oštećene kapilare i dolazi i 
tamo gdje eritrociti ne mogu. Tako opskrbljuje kisikom tkivo dovoljno dugo da se formira 
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reperfuzija i stimulira angiogenezu. HBO2 je dokazano efikasna u stimulaciji angiogeneze i 
stvaranju nove opskrbne mreţe kapilara nakon iradijacijske ozljede.  
 
1.2.6. HBO2 i angiogeneza  
 
Nakon ishemije mozga angiogeneza u penumbralnoj regiji je prirodni odgovor, a tkivo 
oko infarciranog i osjetljivo tkivo predodreĊeno za apoptozu moţe profitirati od angiogeneze 
danima ili ĉak tjednima, mjesecima, pomaţući neuralnu reorganizaciju, diferenciranje 
matiĉnih stanica i time funkcionalni oporavak. Nakon infarkta mozga dolazi do povišenja 
kapilarne gustoće oko tkiva infarkta što je pokazano na post-mortem analizama mozgova 
bolesnika koji su preţivjeli moţdani udar nekoliko tjedana i na modelu štakora. Prvo se 
stvaraju vaskularni pupoljci, a kasnije i prave sveze koje komuniciraju s intaktnim 
kapilarama, obnavaljajući perfuziju granice infarkta, već unutar tjedan dana od ishemije. 
Postoji više od 20 molekula, citokina, peptidnih faktora rasta, koji se oslobaĊaju u 
inflamatornoj fazi moţdanog udara iz infiltrirajućih makrofaga, leukocita, oštećenih 
trombocita, a poznati su i da induciraju angiogenezu. Dolazi do pojaĉanja djelovanja mnogih 
angiogenetskih ĉimbenika ukljuĉujući TGF-β (transformirajući ĉimbeik rasta-β, transforming 
growth factor-β), PDGF (ĉimbenik rasta porijeklom iz trombocita, platelet-derived growth 
factor), VEGF (vaskularni endotelijalni ĉimbenik rasta, vascular endothelial growth factor) 
FGF-2 (ĉimbenik rasta fibroblasta, fibroblast growth factor) u malim krvnim ţilama. 
Nakon infarkta mozga dolazi do porasta PDGF-B lanaca koji induciraju neokapilarizaciju i  
vaskularizaciju. Ove se kapilare sastoje od pericita i endotelnih stanican (144) A PDGF- BB 
pomaţe njihovo sazrijevanje te ukljuĉivanje glatkih mišićnih stanica u zid krvne ţile i 
diferencijaciju endotelnih progenitornih stanica koštane srţi. Obitelj VEGF-a (143-145)  moţe 
biti stimulirana drugim ĉimbenicima kao što su TBF-β, FGF, PDGF, EGF  i moţda je 
najpotentniji angiogeni ĉimbenik rasta. Raste odmah unutar sati od ishemije, stimulira 
angiogenezu i reducira volumen infarkta mozga. Razina VEGF-a znaĉajno raste s primjenom 
HBO2, a to djelomiĉno moţe objasniti proangiogeni uĉinak HBO2. To potvrĊuje neke podatke 
da hipoksija nije nuţna predispozicija za produkciju VEGF  (145). Novija istraţivanja 
otkrivaju stalno nove gene povezane s angiogenezom, proliferativne, adhezivne, 
remodelirajuće. Nakon moţdanog udara apoptoza je normalna reakcija nekih endotelnih 
stanica i potrebna u procesu vaskularnog pupanja, ali kod teţe ishemije inhibira formiranje 
novih ţila. Ovo su samo neki neiskorišteni angiogentski mehanizmi koji su pod utjecajem 
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HBO2, izravno ili neizravno, a mogli bi promijeniti naĉine lijeĉenja moţdanog udara, koje je 
ograniĉeno uskim vremenkim prozorom za trombolizu, nedostatkom drugih lijeĉenja.  
 
1.2.7. Relativna hipoksija i HBO2 
 
Jedna od naših hipoteza je i ta da se intermitentnim izlaganjem HBO2 stvaraju uvjeti 
relativne hipoksije, koja potiĉe produkciju proangiogentskih ĉimbenika rasta (HIF-1α, VEGF 
itd.) i stvara pozitivne uvjete i prolongirani vremenski prozor tijekom kojeg postoji veća 
mogućnost, prilika, da se stvore nove kolaterale, pokrene angiogeneza i omogući 
preţivljavanje većeg broja stanica penumbre i oligemije. Jezgra je naţalost izvan dosega, no 
konaĉni volumen infarkta mogao bi biti manji.  Postoje kliniĉke opservacije da bolesnici koji 
prebole TIA-u (tranzitornu ishemiĉku ataku), bolje podnose kasniji moţdani udar ako uslijedi, 
a kod 5% se on dogaĊa u prva 24, a još 5% u sljedećih 7 dana. Moţda je relativna hipoksija 
razlog tome, omogućujući bolju kolateralnu mreţu. Intermitentna HBO2 imitira prirodnu 
pojavu TIA-e, hipoksiĉno stanje, nakon kojeg slijedi dovoljna doprema u plazmi otopljenog 
kisika i smanjen vazospazam. Na taj naĉin bi ovim lijeĉenjem uzrokovana neuoprotekcija 
imala dva naĉina djelovanja; jedan dopremom kisika u ishemiĉno tkivo sa poboljšanjem 
preţivljavanja neurona, a drugi preveniranjem apoptoze neurona do poboljšanja uvjeta, 
promoviranjem angiogeneze, smanjenjem vazospazma, upale, poboljšanjem cijeljenja itd.  
 
1.3. Ţivotinjski modeli, najĉešće štakorski, na kojima su istraţivani naĉini lijeĉenja 
moţdanog udara  
 
Postoje razni ţivotinjski modeli, najĉešće štakorski, na kojima su istraţivani naĉini 
lijeĉenja moţdanog udara. Naĉini izazivanja moţdanih udara takoĊer su razliĉiti, a dijele se na 
kompletnu globalnu ishemiju, inkompletnu globalnu ishemiju, fokalnu cerebralnu ishemiju i 
multifokalnucerebralnuishemiju (146).  
Najĉešće korišteni eksperimentalni model moţdanog udara kod štakora je model 
okluzije srednje cerebralne arterije (MCAO) i tromboembolijski model. Postoje varijacije 
ovog modela koje koriste permanentnu ili tranzitornu MCA ishemiju. Kod nedijabetiĉkih 
štakora u ovim modelima duljina trajanja ishemije varirala je meĊu eksperimentima od 60 do 
180 minuta (147, 148). Zanimljivo je da su i kod dijabetiĉkih štakora eksperimentalne 
ishemije MCA bile istog trajanja kao i kod nedijabetiĉkih, iako bi bilo za oĉekivati, uzimajući 
u obzir poznate podatke o moţdanim udarima kod bolesnika s dijabetesom, da je mozak 
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štakora s dijabetesom osjetljiviji na ishemiju. Ipak do sada nije bilo uspostavljenog i 
prihvaćenog modela za ispitivanje moţdanog udara kod štakora s dugotrajnim dijabetesom. 
Kao što je navedeno do sada su postojali modeli permantne MCAO (148-150), tranzitorne (t-
MCAO) od 180 minuta (151), 120 min. (152-156),105 min. (157), 60 min (158). Pri 
prouĉavanju dosadašnjih istraţivanja i izboru štakorskog modela moţdanog udara primjetili 
smo da tromboembolijski model pokazuje nekonzistentne rezultate, a prema nekim autorima 
to je posljedica nepredvidive odgoĊene reperfuzije i posljediĉno tomu nemogućnosti da se sa 
sigurnošću predvidi vrijeme kada će se reperfuzija dogoditi i ishemija prestati (159,160). 
Takav model ne moţe npr. simulirati ishemiju kod dijabetiĉara za vrijeme endarterektomije 
unutarnje karotidne arterije, kod koje toĉno znamo trajanje ishemije i njezinu lokalizaciju u 
mozgu. MCAO modeli s druge strane intraluminalnom insercijom monofilamenta, 
postavljenog na toĉno odreĊeno mjesto pod kontrolom LDF (Laser Doppler Flowmetry) 
sonde i monitorirani za vrijeme ishemije i reperfuzije, imitiraju ju potpuno, a s obzirom da je 
operacijski protokol na vratu sliĉan – i njezine komplikacije isto tako.  
1.4. t-MCAO metoda 
 
Sama t-MCAO metodapodrazumijevatransekcijuvanjskekarotidnearterije, privremeno 
podvezivanje zajedniĉke karotidne arterije, da bi se intraluminalno kroz unutrašnju karotidnu  
arteriju plasirao silikonom zaobljen najlonski monofilament do spoja prednje i srednje 
cerebralne arterije. Monofilament se moţe ostaviti na mjestu ţeljeno vrijeme te se 
izvlaĉenjem istoga postiţe reperfuzija.  Na taj se naĉin postiţe uvijek infarkt mozga iste 
veliĉine i lokacije, s obzirom da se zatvara terminalna krvna ţila, nakon kolaterala 
Williosovog kruga. Prvo do infarkta dolazi u podruĉju striatuma, a kasnije dorzolateralnog 
korteksa iznad njega. Strijatalni infarkti se razvijaju rapidno i uglavnom nisu izljeĉivi (161). 
Kortikalni infarkti se razvijaju kasnije ukljuĉuje prolongirano otvaranje krvno moţdane 
barijere, apoptotsku smrt. Kod tranzitorne MCAO strijatum je mjesto ishemiĉke jezgre, a 
ovisno o trajanju i jaĉini ishemije, odnosno primijenjenom lijeĉenju korteks moţe prijeći u 
jezgru ili penumbru, oligemiju ili zdravo moţdano tkivo (162). 
 
1.5. Streptozotocin-inducirani diabetes mellitus tip I  
Streptozotocin-inducirani diabetes mellitus tip I je široko korišteni model neketotiĉke 
hiperglikemije, a smatra se usporediv s humanim stanjem. Postiţe se jednostavno, 
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jednokratnim injiciranjem streptozotocina (STZ; 60 mg/kg). STZ se svaki puta mora svjeţe 
pripremiti u 0.02 M otopini citratnog pufera i injicirati  intraperitonealno štakorima u dobi od 
6 tjedana (163, 164).Injiciranje intraperitonealno 60mg/kg streptozotocina uzrokuje pouzdanu 
degeneraciju Langerhansovih otoĉića i u roku od 2-4 dana dijabetes. To se dokazuje 
ponavljanim praćenjem glukoze u krvi iz repne vene, na tašte, svaki tjedan do pokusa te 
neposredno prije, tijekom samog pokusa te nakon pokusa do ţrtvovanja ţivotinja. U daljnje 
istraţivanje se ukljuĉuju  samo ţivotinje koje kao rezultat injiciranja imaju glukozu na tašte u 
krvi iznad 17 mmol/L (165). 
1.6. Uspostava modela moţdanog udara kod dijebetiĉnih štakorica SD (Sprague Dawley) 
vrste. 
Unatoĉ uloţenim naporima, korištenju većeg broja ţivotinja i nakon znaĉajnog 
vremena preovedenog u pokusima, nije bilo moguće uspostaviti model t-MCAO kod 
dijabetiĉkih ţenki SD vrste korištenjem do sada uobiĉajenih vremena trajanja ishemije. 
Analiza korištenih ţivotinja pokazala je da je glavni razlog za navedeno masivni ishemijski 
moţdani udar s malignim edemom mozga, koji je dovodio do velikih neuroloških deficita, 
koji su se pogoršavali s vremenom i koji su se pokazali nespojivi s preţivljavanjem radi 
nemogućnosti kretanja, uzimanja hrane i vode, cirkularnog obrasca kretanja, a ubrzo potom 
poremećaja svijesti i smrti ţivotinje unutar 24 sata od nastupa ishemije. To nije omogućavalo 
uspostavu adekvatnog modela moţdanog udara kod navedenih ţivotinja, koji bi bilo moguće 
lijeĉiti.  Pretraţivanjem ranijih istraţivanja otkrili smo da su i kod njih dijabetiĉki štakori 
razvijali velike infarkte mozga i takoĊer ĉešće ugibali. Bolesnici s dijabetesom su takoĊer 
znatno osjetljiviji na moţdanu ishemiju u usporedbi s nedijabetiĉarima, i kao što je poznato 
imaju teţe neurološke deficite i veće infarkte mozga s lošijim ĉak i letalnim ishodom 
lijeĉenja, bilo kojom terapijom lijeĉeni, pogotovo s rtPA. Dijabetes je u nekim sluĉajevima 
ĉak iskljuĉujući kriterij za lijeĉenje recidivirajućeg moţdanog udara trombolizom(85). 
Uzimajući dakle paralelu iz kliniĉke prakse, takva se situacija dogaĊa pri lijeĉenju jednim 
dokazano djelotvornim medikamentoznim lijeĉenjem moţdanog udara - trombolizom s rtPA 
(recombinant tissue plasminogen activator- rekombinirani tkivni plazminogen aktivator). 
Najveći moţdani udari, koji zahvaćaju cijelo podruĉje MCA i imaju visok NIHSS (National 
Institute of Health Stroke Score) su slabi kandidati za lijeĉenje trombolizom, a uglavnom 
umiru radi malignog moţdanog edema ili komplikacija kao što su disfagija i nepokretnost, ali 
takoĊer imaju veći rizik od sekundarne hemoragizacije infarkta mozga ili intrakranijalnih 
drugih krvarenja. Cilj ovog istraţivanja je bio skratiti trajanje ishemije mozga da bi se 
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pronašli uvjeti u kojima je moguće takve moţdane udare kod štakore s dijabetesom lijeĉiti. 
Kako je naš cilj bio pratiti štakore 24h od lijeĉenja, da bismo vidjeli uĉinak i multiplih HBO2, 
odluĉili smo skratiti trajanje t-MCAO razliĉito u razliĉitim grupama, da bi otkrili koja duţina 
ishemije će uzrokovati moţdani udar srednje veliĉine (isti kao što je opisivan u ranijim 
radovima kod nedijabetiĉkih štakora s uobiĉajenim, duljim trajanjem ishemije od 60 do 180 
minuta, toĉnije veliĉine prosjeĉnog volumena infarkta mozga izmeĊu 40% i 50% volumena 
hemisfere).  
1.7. Štakori vrste Sprague-Dawley (SD) 
Štakori vrste Sprague-Dawley (SD) su najĉešće korištena vrsta štakora u MCAO 
eksperimentima i 41% dosadašnjih istraţivaĉa je svoje eksperimente provodila na ovoj vrsti. 
Od ostalih vrsta bili su zastupljeni s 34% štakori vrste Wistar, s 10% SHR (spontano 
hipertenzivni štakori) štakori, s 2% Long-Evans štakori i s 2% ostale vrste (166). SD štakori 
imaju manju uĉestalost komplikacija, ukljuĉujuću SAH-e (subarahnoidalna hemoragija), u 
usporedbi s Fisher and Wistar štakorima, što je posljedica anatomskog tijeka unutrašnje 
karotidne arterije u petroznom segmentu.  
1.8. 20-HETE  
Već nekoliko godina u istraţivanjima postoje indicije da se arahidonska kiselina  (AA) 
oslobaĊa u likvor nakon cerebralne ishemije (167). Posredovanjem enzima citokroma P450 
(CYP)P450 u cerebralnim arteriolama i moţdanom tkivu (168)  metabolizira se u snaţan 
vazokonstriktor - 20-hidroksieikozatetraenoiĉnu kiselinu (20-HETE), opisani medijator 
neuronalnog oštećenja kod moţdanog udara (169). On regulira vjerojatnost otvorenog stanja 
K+ kanala te time posredno i tonus arterija (171). On takoĊer povećava proizvodnju slobodnih 
kisikovih radikala (170-174). Tako dakle dokazano djeluje i na konaĉni volumen infarkta 
mozga nakon moţdanog udara. 
 
1.9. Blokatori stvaranja 20-HETE 
 
Pronalaskom blokatora stvaranja 20-HETE, utvrĊeno je da oni smanjuju moţdanu 
autoregulaciju te sposobnosti vaskularnog odgovora i na vazokonstriktore i vazodilatatore 
(175, 176). 20-HETE djeluje na razvoj i pojaĉanje vazospazma nakon subarahnoidalne 
hemoragije (SAH), a utvrĊeno je djelovanje inhibitora 20-HETE na sprjeĉavanje pada u 
moţdanom protoku nakon SAH-a te lijeĉenju odgoĊenog vazospazma u  štakora i pasa (177).  
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Razina 20-HETE povisuje se u mozgu unutar 7.5 h, a u plazmi tek 19.5-25.5 h nakon okluzije 
arterije (178). Kod infarkta mozga u animalnim modelima isti inhibitor  pokazao je znaĉajan 
uĉinak u dva istraţivanja na smanjenju volumena infarkta, poboljšanju funkcionalnog 
ishoda(179,180),  i vjeruje se da je to posljedica poboljšanja mikrocirkulacije, omogućavanja 
regrutiranja kolaterala u podruĉje penumbre, neometanog vazokonstriktorom 20-HETE (181-
184). Uĉinak je vidljiv kada se inhibitor primjeni unutar 4h od okluzije, a neuspješan kada 
primijenjen više od 7h nakon poĉetka, a djelovanje jednog injiciranja traje najmanje 6h (182). 
Jedna doza koja efektivno suprimira razinu 20-HETE iznosi 0.3 mg/kg. Kao drugi  
mehanizam djelovanja 20-HETE je blokada Na+/K+-ATPazne aktivnosti i aktivacija niza 
intrastaniĉnih signalnih putova (174,185).  Korištenje inhibitora 20-HETE za akutno lijeĉenje 
moţdanog udara ili u svrhu predtretmana je predloţeno kao novi potencijalni pristup (180). 
Ono što nije poznato je djelovanje na moţdani udar kod dijabetiĉkih štakora.  
EET (engleski EETs- epoksieikozatrienoiĉne kiseline), drugi metaboliti arahidonske 
kiseline, su endogeni moţdani medijatori, koje proizvode astrociti i endotel, a ukljuĉeni su u 
regulaciju moţdanog protoka. One su medijatori vazodilatacije, reduciraju apoptozu, 
agregaciju trombocita, promoviraju angiogenezu itd. (186). Dokazano je da imaju potencijaln 
smanjiti oštećenje tkivne perfuzije i imaju utjecaj na ishod moţdanog udara (187-189). S 
porastom pO2 (parcijalnog tlaka kisika) raste i produkcija i 20-HETE i EET, pomoću P450 
enzima  i ω-hidroksilacije arahidnonske kiseline. U hipoksiji se stvaraju EET (koji su 
vazodilatatori i u zadnjih 10 godina se s velikom sigurnošću moţe reći da su EET zapravo 
EDHF (endothelium derived hyperpolarizing factor). Ono što je praktiĉno vrlo malo poznato 
je kako izlaganje HBO2, bilo jednokratno ili intermitentno višekratno utjeĉe na strukturno 
oštećenje izazvano ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom (tj. mjereno veliĉinom/volumenom 
infarcirane regije) te na koji naĉin HBO utjeĉe na izraţaj enzima CYP450–omega 
hidroksiilaze i CYP450 epoksigenaze u krvnim ţilama mozga. TakoĊer je još uvijek nejasna 
uloga 20-HETE u vaskularnom odgovoru na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu. Jedno nedavno 
istraţivanje kod dijabetiĉkih štakora pokazalo je poboljšanu relaksaciju aortalnog prstena kod 
dijabetiĉkih štakora tretiranih s HBO2 mogućim povišenjem razine EET (190). 
 
1.10. Kombinacija HBO2 i inhibitora 20-HETE 
 
Uzimajući u obzir potencijalne korisne uĉinke HBO2 na modulaciju metabolizma 
arahidonske kiseline i znaĉaj 20-HETE inhibicije na ishod moţdanog udara, cilj ovog 
istraţivanja je bio utvrditi uĉinke i mehanizme jednokratnog i višekratnog izlaganja HBO2kao 
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i potencijalni uĉinak samostalne ili simultane primjene 20-HETE inhibitora, a i uloge EET u t-





































 Primjena HBO2 kod moţdanog udara kod dijabetiĉnih štakora ima pozitivan uĉinak 
izraţen smanjenjem veliĉine infarciranog podruĉja. Jednokratna, kao i višekratne primjene 
HBO2 imati će znaĉajan uĉinak na smanjenje tkivnog oštećenja. Dodatno, primijenjena duljina 
trajanja t-MCAO kod dijabetiĉkog štakoradovesti će do dovoljno velikih infarkta mozga, koji 
će nam omogućiti adekvatnu analizu veliĉine oštećenja i djelotvornosti terapije. Blokada 
proizvodnje 20-HETE imati će sinergistiĉki uĉinak s HBO2, a HBO2 će pojaĉati izraţajnost i 



















 3. Ciljevi istraţivanja 
 
1. Razviti pouzdani, ţarišni model t-MCAO kod dijabetiĉnih štakorica. 
2. Utvrditi utjecaj HBO2 na veliĉinu infarcirane regije mozga kod dijabetiĉnih štakorica. 
3. Usporediti djelovanje jednokratne s višekratnom  primjenom HBO2 u istom modelu. 
4. Utvrditi djelovanje inhibitora 20-HETE u kombinaciji s HBO2 kod dijabetiĉnih štakorica. 
5. Utvrditi izraţajnost CYP450-omega hidroksilaze i CYP450 epoksigenaze kod dijabetiĉnih 





























4. Materijal i metode 
4.1. Pokusne ţivotinje 
4.1.1. Karakteristike ţivotinja 
U istraţivanju su korištene ţenke Sprague–Dawley štakora (teţine 180 do 272 g), stare 
12 tjedana.Veliĉina uzorka: ukupno je u istraţivanje ukljuĉeno 72 ţivotinje s uspješno 
provedenim  pokusima (N=72). 
U prvom dijelu pokusa, koji postavlja fokalni model t-MCAO kod dijabetiĉnih 
Sprague–Dawley štakorica, prikazani su rezultati uspješnih pokusa na 30 štakorica (25 
dijabetiĉkih i 5 nedijabetiĉkih), koje su redovito testirane i bile bez patogenih organizama, 
starosti 12 tjedana, teţine izmeĊu 220 i 272 g, uzgojenih pod struĉnim nadzorom u za to 
akreditiranoj ustanovi za animalnu njegu i uzgoj pri Katedri za Fiziologiju, Laboratoriju za 
fiziologiju cirkulacije, na Medicinskom fakultetu u Osijeku, Sveuĉilišta u Osijeku. 
Ţivotinjama je omogućen slobodan pristup hrani i vodi (ad libitum), prije, za vrijeme i nakon 
pokusa, a drţane su u standardnim plastiĉnim kavezima u okruţenju kontrolirane temperature 
i vlaţnosti s 12-satnim ciklusima svijetlo/tama. 
U drugom dijelu pokusa, koji je istraţivao utjecaj jednokratne i višekratne primjene 
hiperbariĉne oksigenacije, lijeĉenja s HET0016, kombinacije HBO2 i predtretmana ili 
lijeĉenja s HET0016 na ishod moţdanog udara, izraţivanje je provedeno na 42 zdrave 
Sprague–Dawley štakorice s dijabetesom, starosti 12 tjedana, teţine od 180 do 230 g, koje su 
uzgojene i drţane u istim uvjetima u istoj ustanovi kao i ranije.  
4.1.2 Etika ispitivanja na ţivotinjama 
Sve pokuse smo provodili u skladu sa smjernicama (European Guidelines for the Care 
and Use of Laboratory Animals (directive 86/609). Istraţivanje je odobreno od strane Etiĉkog 
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveuĉilišta u Osijeku i Ministarstva poljoprivrede  (broj 
odobrenja - 525-06-1-0255/12-2). 
 
4.1.3. Podjela na skupine (dizajn studije) 
U prvom dijelu pokusa, koji postavlja ţarišni model t-MCAO kod dijabetiĉnih 
Sprague–Dawley štakorica, iskorišteno je 30 ţivotinja s uspješno izvedenim pokusima 
(N=30), 5 nedijabetiĉkih i 25 dijabetiĉkih. Ţivotinje s dugotrajnim nereguliranim dijabetesom 
su nasumiĉno dodjeljivane u pet skupina s razliĉitim trajanjem t-MCAO (20, 30, 45, 60 ili 90 
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minuta), odnosno izlagane ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi razliĉite jaĉine, a one bez 
dijabetesa su podvrgnute 30-minutnoj t-MCAO. Kada je postignut predviĊeni broj ţivotinja u 
svakoj skupini dijabetiĉnih ţivotinja (u svakoj skupini N=5, s uspješnim pokusom), ţivotinje 
su nasumiĉno dodjeljivane u druge skupine, dok sve nisu bile popunjene s dovoljnim brojem 
ţivotinja s uspješnim pokusom (N=25). 
U drugom dijelu pokusa, koji je istraţivao utjecaj jednokratne i višekratne primjene 
hiperbariĉne oksigenacije, lijeĉenja s HET0016 te kombinacije HBO2 i predtretmana ili 
lijeĉenja s HET0016 na ishod moţdanog udara, dijabetiĉke štakorice (N=42) s razinom GUK-
i iznad 17 mmol/L (150) su podvrgnute t-MCAO i reperfuzijskoj ozljedi i nasumiĉno 
dodjeljivane sljedećim skupinama (n=7 ţivotinja po skupini); a) kontrolna skupina (bez 
farmakološkog ili HBO2 lijeĉenja nakon t-MCAO trajanja 30 minuta i reperfuzije; i 
eksperimentalne skupine lijeĉene s: b) HBO2 (jednokratna HBO2,2h, 2 ATA, odmah nakon t-
MCAO); c) višekratne HBO2 (prva HBO2neposredno nakon, a druga 12h nakon t-MCAO); d) 
HET0016 predtretman+HBO2 (HET0016 injiciran jednom dnevno, i.p., 1mg/kg/dan, tijekom 
tri dana prije t-MCAO, kombiniran s HBO2 nakon t-MCAO), e) HET0016 lijeĉenje (injiciran 
HET0016 i.p., 1mg/kg/h, svaki sat poĉevši od 1h prije t-MCAO i injiciran tijekom sljedećih 6 
sati, nakon t-MCAO),  i f) HET0016 lijeĉenje+HBO2 (HET0016 akutno lijeĉenje kao što je 
opisano u skupini e) kombinirano s jednokratnom HBO2 nakon t-MCAO). 
4.1.4. Iskljuĉujući kriteriji 
Iskljuĉni kriteriji su bili: smrt ţivotinje tijekom kirurške procedure ili unutar 24 sata 
nakon reperfuzije, obilno krvarenje tijekom operacije, redukcija rCBF tijekom ishemije za 
manje od 65% od bazalnih vrijednosti, a drugom 55%, odsutnost reperfuzije nakon uklanjanja 
okluzivnog monofilamenta koristeći LDF (Laser Doppler Flowmetry), prisutnost 
intracerebralne i/ili subarahnoidalne hemoragije na postmortalnom pregledu mozga. Ţivotinje 
iskljuĉene iz pokusa su zamijenjene.  
Ukoliko je ţivotinja tijekom ili nakon pokusa uginula, mozak uginule ţivotinje nije se 
analizirao, iskljuĉena je iz pokusa. TakoĊer su iskljuĉene ţivotinje kod kojih bojanje mozga 
TTC-om nije bilo adekvatno ili je došlo do oštećenja mozga pri ekstrakciji iz lubanje. 






4.2.1 Induciranje dijabetesa 
Korištene su ţenke Sprague–Dawley štakora stare 12 tjedana kojima je izazvan 
dijabetes tip 1 jednokratnim injiciranjem streptozotocina (STZ; 60 mg/kg, Sigma-Aldrich, St. 
Luis, MO, USA). STZ je svaki puta svjeţe pripremljen u 0.02 M otopini citratnog pufera i dan 
štakorima u dobi od 6 tjedana (163, 164). Mjerenje glukoze u krvi iz repne vene na tašte je 
provoĊeno ponavljano svaki tjedan do pokusa, prije pokusa i nakon pokusa te prije ţrtvovanja 
ţivotinje koristeći glukometar (Accu-Check Active, Roche). Injiciranje intraperitonealno 
60mg/kg streptozotocina uzrokuje pouzdanu degeneraciju Langerhansovih otoĉića i u roku od 
2-4 dana dijabetes. To se dokazuje ponavljanim praćenjem glukoze u krvi iz repne vene, na 
tašte, svaki tjedan do pokusa te neposredno prije, tijekom samog pokusa te nakon pokusa do 
ţrtvovanja ţivotinja. U daljnje istraţivanje su ukljuĉene  samo ţivotinje koje su kao rezultat 
injiciranja imale glukozu na tašte u krvi iznad 17 mmol/L (98). 
 
4.2.2. Anestezija i priprema štakora za pokus 
 
Prvo je provoĊena premedikacija štakorica s atropinom (Atropini sulfas, Belupo d.d., 
Koprivnica, Croatia) u dozi 0.1 mg/kg i.p. radi suzbijanja moguće salivacije, kao uĉestale 
nuspojave anestezije,  koja ponekad moţe biti izrazita (192). 
Anesteziju smo postigli intraperitonealnim davanjem kombinacije dva lijeka u 
sljedećoj dozi: midazolama (Dormicum, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyheln, Njemaĉka) 
0.5 mg/kg i ketamina (Ketanest, PfizerPharma GmbH, Berlin, Njemaĉka) 75 mg/kg, kao što je 
korišteno u dosadašnjim pokusima t-MCAO, uz zadovoljavajuću analgeziju i anesteziju 
štakora neophodnu za miran rad.  
 
4.2.3. Monitoriranje regionalnog cerebrovaskularnog protoka krvi (rCBF) pomoću laser 
Doppler Flowmetrije (LDF): 
 
Nakon anestezije, pristupalo se brijanju krzna na vratu i na lubanji i dezinfekciji 
alkoholom, da bi nakon završenog pokusa suture dobro zatvarale ranu i da bi rana cijelila bez 
komplikacija. Štakor se fiksirao za operacijski stolić, a tjelesna temperatura se kontinuirano 
pratlai rektalnom sondom s toplomjerom i odrţavala na razini 37.5± 0.5 ºC, pomoću 
automatski grijanih termostaskih podloga povezanih s rektalnom sondom. 
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Postavljanje i fiksiranje sonde laser doplera na lubanju izvodi se tako da se medijalnim 
pristupom i širenjem koţe pristupi se na periost lijeve parijetalne kosti te, nakon dobre 
hemostaze, zubnom bušilicom vrha širine 1 mm, stanji kost do transparentnosti u arealu 
promjera oko 2mm, 2 mm posteriorno i 6 mm lateralno od bregme. To je potrebno jer bi kost 
inaĉe blokirala ultrazvuĉni signal koji emitira sonda da doĊe do eritrocita u krvnim ţilama i 
vrati se do sonde. Nakon sušenja kosti i po potrebi ponovne hemostaze koţnih i periostalnih 
kapilara se fiksira teflonsku cjevĉicu iznad koštanog prozora stanjene kosti i intaktne dure, 
povrh MCA irigacijske regije. Fiksacija se postiţe dentalnim cementom, koji se miješa u ĉaši 
s aktivatorom dok se ne otopi (Paladur dentalni cement i aktivator, oba od proizvoĊaĉa 
Haeraeus Kutzer GmbH, Hanau, Njemaĉka). On se rasporeĊuje oko cjevĉice i nakon sušenja, 
koje ne traje dugo, onemogućava kasnije pomicanje sonde. Nakon toga se instalira parafinsko 
ulje u cijevĉicu, da bi se sprijeĉilo interponiranje zraka izmeĊu sonde i lubanje, što bi takoĊer 
onemogućilo širenje ultrazvuĉnih valova i mjerenje CBF. Potom se umetne ultrazvuĉna sonda 
koja se fiksira u teflonsku cijevĉicu. Laser dopler (Laser Doppler Flowmetry, LDF, Moor 
Instruments Ltd, model MBF3D, Devon, Ujedinjeno Kraljevstvo) omogućuje nam tada 
kontinuirano praćenje regionalnog arterijskog protoka u podruĉju cerebralnog korteksa, prije, 
tijekom same okluzije te tijekom reperfuzije. LDF je spojen na raĉunalo laboratorija te se na 
zaslonu rezultati kontinuirano prate i svakih 5 minuta, po potrebi i ĉešće i zapisuju. Rezultati 
se prate tijekom disekcije vrata tj. 10 do 15 minuta prije t-MCAO (i taj se protok uzima kao 
osnovni - baseline, osnovica), tijekom t-MCAO (koja se manifestira kao nagli i oštri pad 
protoka za koji perzistira cijelo vrijeme okluzije) i potom tijekom 20 minuta reperfuzije (koja 
se manifestira kao takoĊer nagli skok protoka nakon ekstrakcije monofilamenta, ĉak iznad 
osnovnih vrijednosti i kasnije unutar minute njegovo lagano vraćanje na normalu ili nešto 
ispod nje). Sve to sluţi kako bi se dokazala podudarnost skupina, jednakog pada protoka, 
odnosno jednake jaĉine ishemije, takoĊer da bi se dokazala sigurna reperfuzija, odnosno 
tranzitornost ishemije. Kvantitativna analiza rCBF-a je uĉinjena od strane istraţivaĉa koji je 
bio neupućen u lijeĉenje. 
 
4.2.4 t-MCAO (tranzitorna okluzijasrednjecerebralnearterije, transitory middle 
cerebral artery occlusion, intra-arterial suture occlusion of the middle cerebral artery)  
 
U pokusu se primjenjuje tranzitorna fokalna cerebralna ishemija u podruĉju lijeve 
MCA po metodi koju je opisao Koizumi i kasnije modificirao Zea Longa (193,194). Nakon 
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medijalne incizije na koţi vrata, razmicanjem koţe, potkoţnog tkiva, fascija te mišića prikaţe 
se i izolira lijeva CCA( zajedniĉka karotidna arterija, common carotid artery, arteria carotis 
communis), uz paţljivo ĉuvanje nervus vagusa i simpatiĉkog pleksusa, koji se 
mikrokirurškom metodom, pod kontrolom mikroskopa cijelom duţinom odvoji od CCA. 
Nakon toga se pristupa izoliranju i podvezivanju vanjske karotidne arterije (ECA, external 
carotid artery, arteria carotis externa), koncem 5-0,  na dva mjesta i presijecanju iste.  Time se 
bolje mobilizira CCA i ICA (internal carotid artery, arteria carotis interna, interna karotidna 
arterija). ICA se takoĊer disekcijom na lijevoj strani vrata, uz što manje traumatiziranje 
okolnog tkiva, izolira i prikaţe njezin tijek, što je moguće, ako je potrebno uĉiniti do ulaska u 
kranij. Postavlja se privremena ligatura koncem na  CCA proksimalno, gotovo kod izlazišta iz 
prsnog koša. Cijela se kirurška procedura od poĉetka operacije na vratu, kako je ranije 
opisano, prati pomoću LDF signala na monitoru raĉunala. Ovdje se već tijekom disekcije 
vrata tijekom 15 minuta registrira osnovni rCBF (baseline, osnovica). Postavi se i jedna 
distalna privremena ligatura na CCA u predbifurkacionom segmentu te se kroz manju inciziju 
na CCA izmeĊu dvije ligature, uz prevenciju retrogradnog tijeka krvi, uvodi najlonski 
monofilament napravljen od kirurškog monofilamentskog najlonskog konca debljine 4-0. Vrh 
monofilamenta je zaobljen na vatri da ne bi bio oštar i oštetio arteriju i omekšan zamatanjem 
u silikonski omotaĉ duţine 5 mm, i time vrh monofilamenta bude blago zadebljan do debljine 
0.25 do 0.3 mm, što se provjerava pod miskroskopom. Koristi se pritom silikon Xantopren, a 
kao aktivator Elastomer aktivator (oba od proizvoĊaĉa Haeraeus Kutzer GmbH, Hanau, 
Njemaĉka), a filamenti se moraju prirediti ranije da bi se omogućilo sušenje na zraku, 
odnosno stvrdnjavanje silikona koji se ĉvrsto spoji do tada s monofilamentom. Monofilament 
se izrazito polagano, pod kontrolom mikroskopa, uvodi prvo u lijevu CCA, a potom kroz 
ICA, do dubine od oko 15-17mm distalno od bifurkacije CCA. Potrebno je izbjeći ulazak u 
pterigopalatinalnu arteriju, što se moţe vizualno pratiti nakon kranijalnije disekcije vrata te po 
potrebi korekcijom poloţaja glave štakora.  Nastavkom napredovanja monofilamenta kroz 
ICA, isti ulazi u intrakranijalni prostor te ako filament proĊe kroz koštani prozor, ulazi 
neminovno u proksimalni dio prednje cerebralne arterije (ACA, anterior cerebral artery, 
arteria cerebri anterior) i automatski blokira ulaz u srednju moţdanu arteriju lijeve strane 
(lijeva MCA), u segmentu prije njezine trifurkacije, što se osjeti manualno kao lagani otpor 
napredovanju monofilamenta, a na zaslonu raĉunala vidi kao nagli, pad rCBF za oko od 55-
70%(180). Izbjegavanje jaĉeg pritiska kod uvoĊenja monofilamenta i njegovo omotavanje 
mekanim silikonskim omotaĉem uz zaobljavanje vrha je neophodno da bi se izbjeglo 
oštećenje intime ICA, MCA, ACA i posljediĉno subarahnoidalno krvarenje. Tada se 
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okluzijski filament priĉvršćuje u ICA pomoću takoĊer privremene ligature i ostavlja tijekom 
trajanja okluzije. Cijelo to vrijeme se na zaslonu raĉunala prati i svakih 5 minuta zapisuje 
prosjeĉni protok registriran pomoću LDF-a, da bi se prvo utvrdio tijekom 15 minuta osnovni 
protok, kasnije kao dokaz adekvatnosti okluzije. Po završetku navedenog vremena lagano se 
povlaĉi filament, da bi se dopustila reperfuzija, što dovodi do još naglijeg i jaĉeg skoka 
protoka, nakon kojeg slijedi postupni pad od oko 10 - 20-ak %, što dokazuje reperfuziju i 
biljeţi se svakih 5 minuta, tijekom cijelog trajanja reperfuzije. Nakon 20 minuta reperfuzije se 
monofilament potpuno izvadi iz CCA i time najvaţniji dio pokusa t-MCAO završava. Po 
završetku pokusa se ligature uklone, rana se na vratu sašije kirurškim koncem, dezinficira, 
ukloni sonda LDF-a, a ţivotinju se poloţi u njezin kavez i prati dok se ne razbudi iz 
anestezije. Tada joj se dopusti pristup hrani i vodi, ad libitum. Ovaj model, t-MCAO, 
pouzdano proizvodi 30 minutnu ishemijsku i reperfuzijsku ozljedu irigacionog podruĉja 
MCA. Analizirane su samo ţivotinje s redukcijom rCBF tijekom t-MCAO za više od 55% i 
dobrom reperfuzijom. 
 
4.2.5. Hiperbariĉna oksigenacija (HBO2) 
U skupinama lijeĉenim s HBO2 prva HBO2 zapoĉinje nakon operacije stavljanjem 
ţivotinje u adekvatnom kavezu u hermetiĉki zatvorenu hiperbariĉnu komoru, proizvedenu za 
potrebe pokusa na malim ţivotinjama (proizvoĊaĉ Đuro Đaković Holding d.d., Slavonski 
Brod, Hrvatska, Slika 4.1.). Potom se sasvim polako, tijekom  15 minuta u njoj podiţe tlak 
100% kisika, koji ima pripremljen dovod u komoru, do 2 ATA (2 atmosfere, 2 bara). Cijelo 
vrijeme boravka štakora je moguće vizualno pratiti u komori kroz prozore na njoj. Štakor se 
izlaţe hiperbariĉnom kisiku na taj naĉin 2h te se polako, tijekom 15 minuta, vrši dekompresija 
komore i potom kavez sa ţivotinjom izvadi iz hiperbariĉne komore. Druga HBO2, u skupini c) 
drugog dijela pokusa, zapoĉinje 12h nakon prve i jednak je postupak prilikom njezina 





Slika 4.1. Hiperbariĉna komora za potrebe pokusa na malim ţivotinjama, u kojoj su 
provoĊeni pokusi izlaganja štakorica hiperbariĉnom kisiku nakon t-MCAO (tranzitorne 
okluzije srednje moţdane arterije) (U Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije, Katedre za 
fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku). 
 
4.2.6. Inhibitor 20- HETE (HET0016 (N-hydroxy-N-(4-butyl-2-methylphenyl)-
formamidine)) 
HET0016 (N-hydroxy-N-(4-butyl-2-methylphenyl)-formamidin, Cayman Chemical 
Company, USA) je pripremljen u otopini (11% sulfobutylether-7-β-cyclodextrin-a u 
izotoniĉnoj otopini manitola). Ĉuvan je zaštićen od svijetla, radi fotosenzibilnosti, i u 
hladnjaku. HET0016 je primijenjen intraperitonealno kao predtretman (prekondicioniranje) 
uHET0016 predtretman+HBO2 skupini (i.p., u dozi 1 mg/kg/dan, tijekom 3 dana prije 
pokusa) ili kao lijeĉenje nakon t-MCAO u skupinama koje su izlagane HET0016 lijeĉenju i 
HET0016 lijeĉenju+HBO2 (i.p., u dozi 1 mg/kg/h, primijenjen svakih sat vremena (poĉevši 




4.2.7. Ţrtvovanje ţivotinja, bojanje mozga i mjerenje volumena infarkta mozga 
24 sata nakon završetka pokusa ţivotinje su prvo duboko anestezirane ketaminom i 
midazolamom, na gore navedeni naĉin, a potom ubijene dekapitacijom po za to odreĊenom 
protokolu radi uzimanja tkiva mozga. Mozak se odmah potom brzo oslobaĊa iz lubanje 
netraumatskom metodom (koja se izvodi posebnim za to prilagoĊenim instrumentima i 
tehnikom), polaţe u posebni ĉeliĉni matriks moduliran za mozak štakora. Stavlja se u 
zamrzivaĉ, na -20ºC, oko 5 do 10 minuta. To je potrebno radi stvrdnjavanja tkiva mozga, koji 
je inaĉe ţelatinozne konzistencije i ne bi se moglo rezati. Tada se ĉeliĉnim prilagoĊenim 
rezaĉima za matriks pristupa rezanju tkiva na šnite debljine 2 mm, koronarnim rezovima. 
Presjeci se stavljaju direktno u ranije pripremljenu 2% otopinu 2,3,5-trifeniltetrazolij klorida 
(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, TTC, Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Njemaĉka), u 
petrijevu zdjelicu, radi bojanja. TTC se u zdravom tkivu pretvara u tamno ciglasto crveni 
formazin. Poklopljeno se, na 37ºC, šnite zato lagano miješa zaštićeno od svjetla, u mraku, 30 
minuta, jer je TTC fotosenzibilan, dok boja ne oboja ravnomjerno cijele šnite mozga i ne doĊe 
do kvalitetne ciglasto crvene obojenosti zdravog tkiva i jasnog kontrasta od infarciranog tkiva, 
koje nema mitohondrijske enzime potrebne za pretvorbu TTC-a te ostaje bijelo. Potom se 
šnite prebacuje u ranije pripremljene zdjelice s 10% formalinom, radi fiksacije. I tako nakon 
24h fiksacije dobijemo obojene šnite mozga, koje se prebaci na predmetno stakalce, koje 
mora biti bez ogrebotina, kako bi se moglo slikati presjeke na skeneru, sa obje strane. Slike se 
potom skeniraju i pohranjuju, a zatim i analiziraju pomoću Image J imaging software (v1.37, 
National Institute of Health, SAD), javnog programa, a volumeni infarkta biljeţe, izraţeni kao 
postotak ishemiĉne hemisfere (196). 
 
4.2.8. Molekularne analize, analiza izraţaja mRNA: 
 
Uzorci tkiva ishemiĉnog dijela hemisfere mozga ipsilateralnog strani na kojoj je 
uĉinjena  t-MCAO su prikupljeni 24 sata nakon t- MCAO, s brzim smrzavanjem u tekućem 
dušiku i pohranjeni na -80 ° C do daljnje obrade. Ukupna RNA je izolirana korištenjem One 
Step RNA Reagent (BIO BASICS CANADA INC., Markham, ON, Kanada) po uputama 
proizvoĊaĉa. RNA koncentracija i ĉistoća su analizirane koristeći P330 NanoPhotometer 
(IMPLEN GmbH, München, Njemaĉka). Uzorci su tretirani s DNAznim kitom 1 (Sigma) da 
bi se uklonila eventualna gDNA, potom  1 µg RNA je prevedena u cDNA koristeći 
PrimeScript
TM
 RT Reagent kitom (TAKARA). QPCR je uĉinjen koristeći ABsoluteqPCR 
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SYBR Low ROX Mix (Thermo Scientific) naCFX96
TM
 Real-Time System (BIO-RAD). 
Relativni mRNA izraţaj Cyp2J3, Cyp2C11, Cyp4A1 i Cyp4A3 gena je izraĉunatau usporedbi 
sa standardnom krivuljom, gdje je hypoxanthine-guanine phosphoribosy-transpherase 1 
(HPRT1) korištena kao referentni gen. Primer-i su bili sljedeći: Cyp2J3 (poĉetni 5’- 
CCTTTCTGTTCCTGGCTGATTT-3’ krajnji 5’- AGGCCCTGGCGGGTAGT-3’), Cyp2C11 
(poĉetni 5’-CAATCCGCAGTCTGAGTT-3’ krajnji 5’-TGCTGAGAATGGCATAAA-3’), 
Cyp4A1 (poĉetni 5’- GTTCTACCTGCAAAGGCAATGG-3’krajnji 5’- 
TGCCCAAAGAACCAGTGGAA-3’), Cyp4A3 (poĉetni 5’-
TCTCAGGGAGCAAAACACGA-3’ krajnji 5’-CAACAGGAGCAAACCATAACCA-3’) i 
HPRT1 (poĉetni 5’-GAAAGAACGTCTTGATTGTTGAAGATAT-3’ krajnji 5’-
GAGAGGTCCTTTTCACCAGCAA-3’). Primer-i za Cyp4a3 takoĊer prepoznaju Cyp4A2 
radi visoke kompatibilnosti ovih gena. 
 
4.2.9. Statistiĉka analiza 
U prvom dijelu pokusa za statistiĉku analizu uporabljen je SigmaPlot v.11 (Systat 
Software Inc., San Jose, CA USA), a grafovi su kreirani koristeći GraphPad Prism (v5, 
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA USA). Shapiro-Wilk test se koristio za odreĊivanje 
normalne raspodjele podataka. U sluĉaju normalne raspodjele rezultata za analizu meĊu 
grupama koristio se se parametrijski One-way ANOVA i post-hoc Tukey test, a u sluĉaju 
kada varijable nisu bile normalno raspodijeljene primijenjen je neparamerijski Kruskal–Wallis 
test i potom višestruka usporedba parova (Dunn's i Student-Newman-Keuls metoda). 
Rezultati moţdanog krvnog protoka usporeĊeni su pomoću Two-Way ANOVA testa i 
Bonferroni višestrukom usporedbom. Svi su rezultati prikazani kao srednja vrijednost±SEM. 
Statistiĉka je znaĉajnost podešena na P<0.05. 
U drugom dijelu pokusa smanjenje volumena moţdanog infarkta je izraĉunato 
dijeljenjem volumena moţdnog infarkta dotiĉne ţivotinje s prosjeĉnim volumenom moţdanog 
infarkta štakora iz t-MCAO kontrolne skupine te je ta vrijednost oduzeta od broja 1.0. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost±SEM. rCBF je izraţen kao postotak bazalne 
vrijednosti izmjerene prije t-MCAO. Shapiro-Wilk test je upotrijebljen za odreĊivanje 
raspodjele podataka. Znaĉajnost razlika u rezultatima procijenjena je pomoću One-Way 
ANOVA testa i Holm-Sidak post hoc testom. Moţdani krvni protok u razliĉitim vremenskim 
toĉkama usporeĊen je meĊu grupama pomoću Two-Way ANOVA testa i potom Bonferroni 
višestrukom usporedbom. Za usporedbu razlika izmeĊu dvije grupe korišten je Studentov t-
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test (engl. student t-test). U sluĉajevima kada rezultati nisu bili normalno raspodijeljeni 
koristili su se neparametrijski testovi. Za statistiĉku analizu uporabljeni su SigmaPlot v.11 
(Systat Software Inc., CA, USA)i GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software Inc., CA, USA) 
programi. Statistiĉka analiza rezultata genskog izraţaja (mRNA) provedena je pomoću 
GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software Inc., CA, USA) programa. Kolmogorov-Smirnov 
test je korišten u svrhu utvrĊivanja raspodijele vraijabli. Razlike meĊu grupama utvrĊene su 





















5.1. Novi model moţdanog udara kod štakora s tip-1 dijabetesom 
 
5.1.1 Indukcija dijabetesa 
U ovom pokusu tjelesna teţina štakora bila je podjednaka u svim ispitivanim 
skupinama (220-270 g). Indukcija kroniĉne visoke hiperglikemije nakon injiciranja STZ (60 
mg/kg, i.p.) u sklopu modela loše lijeĉenog ili nelijeĉenog dijabetesa je potvrĊena mjerenjima 
glukoze u krvi na tašte, iz repne vene, prije, odmah nakon i 24 sata nakon t-MCAO i bila je u 
rasponu od 22.6 to 31.2 mmol/L. Kod kontronih nedijabetiĉkih ţivotinja razina glukoze u krvi 
mjerena u navedenim vremenskim toĉkama bila je 5-9 mmol/L. 
5.1.2. Oblikovanje istraţivanja  
U prvom dijelu doktorata, koji postavlja ţarišni model t-MCAO kod dijabetiĉnih 
Sprague–Dawley štakorica, uspješni pokusi izvedeni su kod 30 od 36 ţivotinja korištenih u 
istraţivanju (N=30), 5 nedijabetiĉkih i 25 dijabetiĉkih. Ostalih 6 ţivotinja su iskljuĉene u 
skladu s iskljuĉnim kriterijima (vidi odjeljak metode). Dvije dijabetiĉke štakorice u 90' t-
MCAO grupi uginule su unutar 24 sata nakon t-MCAO radi razvoja masivnog moţdanog 
udara. Daljnje dvije štakorice u grupi 60' ishemije iskljuĉene su iz istraţivanja, jedna je 
uginula radi masivnog moţdanog udara, a druga je iskljuĉena radi subarahnoidalne 
hemoragije, što je potvrĊeno na postmortalnom pregledu mozga. Dvije su štakorice iskljuĉene 
radi neuspjeha u smanjenju rCBF za više od 65% od osnovnih, poĉetnih vrijednosti (baseline) 
(jedna dijabetiĉna štakorica iskljuĉena je u 45' t-MCAO grupi, a jedna u kontrolnoj, 
nedijabetiĉkoj). 
5.1.3. Indukcija t-MCAO 
Koristeći LDF rCBF je kontinuirano praćen kako bi se potvrdila adekvatna 
intraishemiĉka redukcija rCBF i reperfuzija nakon uklanjanja okluzijskog monofilamenta. 
Prosjeĉna intra-ishemiĉka redukcija rCBF bila je sliĉna u svim ispitivanim skupinama, 
dijabetiĉkim i nedijabetiĉkim, a varirala je u rasponu za 68% do 75 % od bazalnih vrijednosti 
(Slika 5.2, Panel A). To je dokaz uspješne t-MCAO u svim ispitivanim grupama. 
rCBF je monitoriran i tijekom prvih 20 minuta reperfuzije nije se razlikovao izmeĊu 
30’ t-MCAO kontrolnih nedijabetiĉkih i 20, 30, 45 i 60’ t-MCAO dijabetiĉkih skupina, a bio 
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je u raponu od 80% do 125% od osnovnih vrijednosti (Slika 5.2, Panel B). Reperfuzija je bila 
znaĉajno reducirana kod štakorica u 90 minutnoj grupi u usporedbi sa svim ostalim grupama, 
a rCBF je za vrijeme reperfuzije je bio u rasponu od 56-62% od osnovice (Slika 5.2, Panel B, 
*p<0.05 u usporedbi s 20, 30 i 45 minutnom t-MCAO kod dijabetiĉnih štakorica i 30 
minutnom t-MCAO u zdravoj kontrolnoj skupini (nedijabetiĉne štakorice), †p<0.05 usporedbi 






















Slika 5.2.prikazuje moţdani protok krvi (rCBF) za vrijeme razliĉitog trajanja (20’, 30’, 45’, 60’ i 90’) tranzitorne okluzije srednje 
moţdane arterije (t-MCAO, panel A) i reperfuzijskog razdoblja koji je slijedio nakon toga (panel B). Panel A prikazuje podjednaku 
redukciju rCBF u svim ispitivanim skupinama, kao dokaz uspješne t-MCAO u svim ispitivanim skupinama. 90’ t-MCAO je rezultiralo znaĉajno 
slabijom reperfuzijom u odnosu na ostale skupine (panel B). *p<0.05 u usporedbi s 20’, 30’, 45’ t-MCAO kod dijabetiĉkih (DM) štakora i 30’ t-






5.1.4. Volumen moţdanog infarkta pri razliĉitim trajanjima t-MCAO protokola 
Volumen infarkta je kvantitativno mjeren pomoću bojanja TTC-om 24 sata nakon t-
MCAO. U kontrolnoj skupini, kod ţivotinja bez dijabetesa s 30 minutnom t-MCAO, nije 
naĊeno jasno demarkiranog ishemijskog tkiva,  što upućuje da ishemija trajanja 30 minuta 
nije dovoljno duga da bi stvorila moţdani udar u zdravih ţivotinja (Slika 5.3. i Slika 5.4.). 
Kod štakorica s dijabetesom došlo je do znaĉajnog porasta volumena infarkta mozga izraţeno 
kao postotak ishemiĉnih hemisfera, kod ispitivanih skupina s duţim trajanjem ishemije. 20 
minuta t-MCAO rezultiralo je s znaĉajno manjim volumenom infarkta u usporedbi sa svim 
drugim trajanjima t-MCAO (Slika 5.3., panel A, B and C, i slika 5.4.) uzrokujući infarkt koji 
je zahvaćao samo 3±5% ishemiĉne hemisphere. Zahvaćeno podruĉje je bilo uglavnom 
strijatalno, a samo mali dio je bio kortikalne lokalizacije (2±3% i 1.5±2% ishemiĉne 
hemisfere. Slika 5.3. i slika 5.4.).30-minuta t-MCAO je uzrokovalo znaĉajno veći infarkt 
mozga koji se širio na preko 46±7% ishemiĉne hemisphere, obuhvaćajući 12±2% striatuma i 
34±7% korteksa, što aproksimativno obuhvaća pola striatalne regije i pola ipsilateralnog 
korteksa irigiranog s MCA (Slika 5.3., paneli A, B i C, Slika 5.4.). Produljenje ishemije na 45 
i 60 minuta  rezultiralo je znaĉajnim širenjem infarktana gotovo cijeli striatum koji obuhvaća 
22% hemisfere (17±2% ishemiĉne hemisfere u 45’ t-MCAO i 19±3% u 60’ t-MCAO skupini) 
i veliki dio korteksa (35±10% u 45’ t-MCAO i 40±5% u 60’ t-MCAO skupinama; kortikalno 
podruĉje irigirano s MCA obuhvaća oko 66% hemisfere MCAO (Slika 5.3., paneli A, B i C i 
Slika 5.4.). Još duţa ishemija trajanja  90 minuta kod dijabetiĉnih štakorica dovela je do 
masivnog hemisferiĉnog moţdanog udara (89±6% hemisfere; cijelog striatuma (22±3%) i 















Slika 5.3. prikazuje udio subkortikalnog (panel A), kortikalnog (B) i ukupnog volumena infarkta mozga (panel C) u volumenu 
ipsilateralne, ishemiĉne hemisfere  nakon 20, 30, 45, 60 i 90 minutnih tranzitornih okluzija srednje moţdane arterije (t-MCAO, 
n=5/grupi) kod dijabetiĉnih štakorica i zdravih, nedijabetiĉnih štakorica kontrolne skupine.Podaci su prikazani kao srednja 
vrijednost±SD; *p<0.05 u usporedbi s 20 min. t-MCAO kod dijabetiĉnih štakorica; †<0.05 u usporedbi s 30 min. t-MCAO kod 




U slici 5.3. je prikazano da, dok je 20-minutna t-MCAO bila neuspješna u induciranju infarkta 
mozga ili rezultirala infarktom minimalne veliĉine; 30, 45 i 60-minutne t-MCAO su 
rezultirale u znaĉajno većim infarktima mozga u dijabetiĉnih štakorica. Nije bilo znaĉajne 
razlike u veliĉini infarkta izmeĊu t-MCAO trajanja 30-60 minuta; ipak, 90-minutna t-MCAO 
je dovela do zahvaćanja infarktom gotovo 90% volumena ishemiĉne hemisfere (panel C). 
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Slika 5.4. prikazuje tipiĉni infarkt mozga u kontrolnoj skupini i pokusnim skupinama 
nakon 20, 30, 45, 60 i 90 minuta tranzitorne okluzije srednje cerebralne arterije u 
pokusnim skupinama (t-MCAO, n=5/grupi) dijabetiĉnih štakorica i 30 minuta t-MCAO 
u zdravih kontrolnih, nedijabetiĉnih štakorica (t-MCAO, n=5/grupi). Dok 30 minuta t-
MCAO nije dovelo do infarkta mozga u zdravih štakorica, a 20 minuta t-MCAO kod 
dijabetiĉnih nije bilo uspješno u stvaranju moţdanog udara ili je rezultiralo minimalnim 
infarktom mozga; 30, 45 i 60 minuta t-MCAO je dovelo do znaĉajno većih infarkta mozga u 




Većim brojem ţivotinja, ukljuĉivanjem grupe nedijabetiĉnih štakora i analizama 
volumena infarkta mozga nakon pokusa smo dobili kvalitetne rezultate su potvrdili našu tezu. 
Da bi se uspostavio reproducibilan model koji bi dovodio do moţdanih udara srednje veliĉine, 
bilo je potrebno u ovom istraţivanju koristiti znatno kraće trajanje t-MCAO, a ovo 
istraţivanje sugerira da je 30-minutna ishemija prikladnija nego uobiĉajena trajanja najĉešće 
od 60-120 minuta. To je naš novi model za istraţivanje moţdanih udara u dijabetiĉnih 
štakora, koji ne nalazimodefiniraniargumentiranoobjašnjenuliteraturi. 
 
5.2. Hiperbariĉna oksigenacija i 20-HETE inhibicija smanjuju volumen moţdanog 
udara nakon tranzitorne fokalne moţdane ishemije, kod ţenskih dijabetiĉkih Sprague–
Dawley štakora 
 
5.2.1. Induciranje dijabetesa 
Tjelesna teţina štakorica u svim ispitivanim skupinama u ovom dijelu rada bila je 
sliĉna, izmeĊu 180 i 230 g.  
Indukcija kroniĉne visoke hiperglikemije nakon injiciranja STZ (60 mg/kg, i.p.) u sklopu 
modela loše lijeĉenog ili nelijeĉenog dijabetesa potvrĊena je mjerenjima glukoze u krvi na 
tašte, iz repne vene iznad 17 mmol/L. Za vrijeme t-MCAO procedure mjerenje glukoze na 
tašte iz repne vene uĉinjeno je prije i odmah nakon t-MCAO i bila je u rasponu od 21.9 i 30.4 
mmol/L, dok je 24 sata nakon t-MCAO bila izmeĊu 24 i 32.1 mmol/L. 
 
5.2.2. Indukcija t-MCAO 
 
rCBF je kontinuirano monitoriran koristeći LDF da bi se potvrdila adekvatna redukcija 
intra-ishemiĉkog rCBF za vrijeme t-MCAO i reperfuzije nakon uklanjanja okludirajućeg 
monofilamenta obloţenog silikonom. Kao što je prikazano u slici 5.5A, nije bilo statistiĉki 
znaĉajne razlike u redukciji rCBF meĊu skupinama, što pokazuje da je t-MCAO bila jednako 
uspješna u svim ispitivanim skupinama (rCBF je reduciran za 59,6%  do 72,2% bez razlike 
meĊu skupinama u bilo kojoj vremenskoj toĉki). rCBF se za vrijeme prvih 20’ reperfuzije nije 
znaĉajno razlikovao izmeĊu kontrolne i skupina lijeĉenih samo s HBO2 i bio je u rasponu od 
87% do 113% od osnovice (Slika 5.5. B). Reperfuzija je bila znaĉajno niţeg protoka kod svih 
skupina koje su primile HET0016 u svakoj mjerenoj vremenskoj toĉki u usporedbi s 
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kontrolnom skupinom (t-MCAO), a bila je u rasponu od 67% do 83% od osnovnih vrijednosti 
(p<0.0001; Slika 5.5. B  1). Sliĉne razlike su utvrĊene kada su HET0016 skupine usporeĊene 




Slika 5.5. Prikazuje promjene regionalnog moţdanog protoka krvi rCBF) prije, tijekom i nakon tranzitorne okluzije srednje moţdane 
arterije (t-MCAO) u ispitivanim skupinama: 1) kontrolna skupina – t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta 
praćena jednokratnom hiperbariĉnom oksigenacijom (HBO2); 3) višestruka HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta praćena dvjema hiperbariĉnim 
oksigenacijama (neposredno nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4)  HET0016 predtretman+HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta u štakorica 
lijeĉenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) praćena s jednokratnom HBO2; 5)  HET0016 lijeĉenje – t-MCAO trajanja 30 minuta u 
štakorica HET0016 (primijenjen svakih 60 minuta, poĉevši 1h prije pokusa, do 6 sati nakon 
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pokusa); 6)  HET0016 lijeĉenje+HBO2  – t-MCAO trajanja 30 minuta kod štakorica lijeĉenih 
s HET0016 (primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) praćena s jednokratnom HBO2. 
Vrijednosti rCBF u razliĉitim vremenskim toĉkama izraţene su kao postotak odgovarajućih 
bazalnih vrijednosti mjerenih u vremenu 0 (100%). rCBF svih skupina usporeĊen je s t-
MCAO skupinom. ***p≤0.001 i *p≤0.05 za HET0016 predtretman+HBO2 skupinu, 
†††p≤0.001 I ††p≤0.01 za skupinu lijeĉenu s HET0016, ‡‡‡p≤0.001 i ‡‡p<0.001 za 
HET0016 lijeĉenje+HBO2 skupinu. 
 
5.2.3. Lijeĉenje samo hiperbariĉnom oksigenacijom smanjuje volumen infarkta mozga 
nakon t-MCAO 
Veliĉina kortikalnog infarkta kao i ukupna veliĉina infarkta je znaĉajno smanjena kod 
štakorica lijeĉenih s HBO2 u usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.6. i Slika 5.7. B i C), 
ali veliĉina subkortikalnog infarkta nije smanjena pomoću HBO2 (jednokratna HBO2 p=0.966, 
višekratna HBO2 p=0.078, Slika 5.7. A). Nije bilo znaĉajne razlike u volumenima infarkta 
izmeĊu skupina lijeĉenim razliĉitim HBO2 protokolima (Slika 5.7.). HBO2 je smanjila ukupni 
volumen infarkta mozga za 44.9±7.41 % u HBO2 skupini, a za 47.6±12.07 % u skupini s 





Slika 5.6. prikazuje tipiĉne presjeke mozga 24 sata nakon t-MCAO u svim ispitivanim 
skupinama: 1) kontrolna skupina – t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO2 – t-MCAO trajanja 
30 minuta praćena jednokratnom hiperbariĉnom oksigenacijom (HBO2); 3) višestruka HBO2 
– t-MCAO trajanja 30 minuta praćena dvjema hiperbariĉnim oksigenacijama (neposredno 
nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4)  HET0016 predtretman+HBO2 – t-MCAO trajanja 30 
minuta u štakorica lijeĉenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) praćena s 
jednokratnom HBO2; 5)  HET0016 lijeĉenje – t-MCAO trajanja 30 minuta u štakorica 
HET0016 (primijenjen svakih 60 minuta, poĉevši 1h prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6)  
HET0016 lijeĉenje+HBO2  – t-MCAO trajanja 30 minuta kod štakorica lijeĉenih s HET0016 
(primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) praćena s jednokratnom HBO2. Bijelo podruĉje 





Slika 5.7. prikazuje subkortikalni (panel A), kortikalni (panel B), kao i ukupni volumen infarkta mozga (panel C) 24 sata nakon 
tranzitorne okluzije srednje moţdane arterije (t-MCAO) u svim ispitivanim skupinama: 1) kontrolna skupina – t-MCAO trajanja 30 
minuta; 2) HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta praćena jednokratnom hiperbariĉnom oksigenacijom (HBO2); 3) višestruka HBO2 – t-MCAO 
trajanja 30 minuta praćena dvjema hiperbariĉnim oksigenacijama (neposredno nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4)  HET0016 predtretman+HBO2 
– t-MCAO trajanja 30 minuta u štakorica lijeĉenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) praćena s jednokratnom HBO2; 5)  HET0016 
lijeĉenje – t-MCAO trajanja 30 minuta u štakorica HET0016 (primijenjen svakih 60 minuta, poĉevši 
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1h prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6)  HET0016 lijeĉenje+HBO2  – t-MCAO trajanja 
30 minuta kod štakorica lijeĉenih s HET0016 (primjenjen isto kao u prethodnoj skupini) 
praćena s jednokratnom HBO2. Veliĉina infarkta izraţena je kao % volumena cijele 
ipsilateralne hemisfere (volume) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 u usporedbi s kontrolnom 
skupinom. 
 
5.2.4. Lijeĉenje samo s HET0016 smanjuje volume infarkta mozga nakon t-MCAO 
Lijeĉenje s HET0016 znaĉajno je smanjilo ukupni, subkortikalni i kortikalni volumen 
moţdanog udara u skupini lijeĉenoj s HET0016 u usporedbi s kontrolnom skupinom (ukupni 
volume infarkta smanjen je za 63.1±3.34 %, kortikalni za 71.6±4.74% i subkortikalni 
44.1±5.45%, u usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.6. i Slika 5.7., Paneli A, B i C). 
Dodatno, lijeĉenje s HET0016 bilo je uĉinkovitije u redukciji subkortikalnog i ukupnog 
volumena infarkta mozga od jednokratnog lijeĉenja s HBO2 (Slika 5.7. Paneli A i C). 
 
5.2.5. Lijeĉenje ili predtretman s HET0016 kombiniran s HBO2 
 
Lijeĉenje ili predtretman s HET0016 kombiniran s HBO2 ne donosi znaĉajni dodatni 
aditivni uĉinak u smanjenju veliĉine moţdanog udara, u usporedbi s samo lijeĉenjem s 
HET0016. Lijeĉenje s HBO2 kombinirano s predtretmanom (HET0016 predtretman+HBO2 
skupina) ili lijeĉenjem (akutnim perioperativnim davanjem) pomoću HET0016 (HET0016 
lijeĉenje+HBO2) znaĉajno je smanjilo ukupni, subkortikalni i kortikalni volumen infarkta, ali 
nije pokazalo superiornost u usporedbi s lijeĉenjem samo s HET0016 (Slika 5.6. I Slika 5.7., 
Paneli A, B i C). Iako nije bilo razlike u kortikalnim volumenima infarkta mozga meĊu svim 
ispitivanim skupinama; sve tri skupine lijeĉene s HET0016 su imale znaĉajno veću redukciju 
subkortikalnog i ukupnog volumena infarkta u usporedbi s jednokratnim lijeĉenjem s HBO2 
(Slika 5.7., Paneli A i C). Višekratne HBO2 bile su jednako uĉinkovite u smanjenju veliĉine 
infarkta mozga kao i lijeĉenje s HET0016 (Slika 5.6. i Slika 5.7. Paneli A, B i C). 
 
5.2.6. Rezultati ispitivanja izraţaja mRNA enzima CYP 450  
Iako smo uĉinili analize izraţaja Cyp4A3 mRNA, resultati nisu prikazani, jer je izraţaj 
bio izrazito nizak (najviša vrijednost je bila 2.1x10-4). Cyp4a1, iako prisutan u tkivu, ne 
pokazuje znaĉajne razlike izmeĊu skupina. S druge strane, mRNA Cyp2J3 znaĉajno je 
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povišena u svim skupinama u usporedbi s kontrolom, a mRNA Cyp2C11 znaĉajno je 
povišena u skupini lijeĉenoj s višekratnom HBO2 i HET0016 predtretman+HBO2 skupini u 







Slika 5.8. Prikazuje razinu relativnog mRNA izraţaja A) Cyp2C11, B) Cyp2J3 i C) Cyp4A1 gena u moţdanom tkivu, u ispitivanim 
skupinama:1) kontrolna skupina – t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta praćena jednokratnom hiperbariĉnom 
oksigenacijom (HBO2); 3) višestruka HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta praćena dvjema hiperbariĉnim oksigenacijama (neposredno nakon t-
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MCAO i nakon 12 sati); 4)  HET0016 predtretman+HBO2 – t-MCAO trajanja 30 minuta u 
štakorica lijeĉenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) praćena s jednokratnom HBO2; 
5)  HET0016 lijeĉenje – t-MCAO trajanja 30 minuta u štakorica HET0016 (primijenjen 
svakih 60 minuta, poĉevši 1h prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6)  HET0016 
lijeĉenje+HBO2  – t-MCAO trajanja 30 minuta kod štakorica lijeĉenih s HET0016 
(primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) praćena s jednokratnom HBO2. Podaci su 































Moţdani udar jedna je od ĉešćih neuroloških bolesti, i jedan od najĉešćih uzroka smrti, 
no do danas ne moţemo reći da je dovoljno istraţen. Pogotovo je to jasno kada znamo da se 
lijeĉenje moţdanog udara svodi na samo jedan jedini lijek - rtPA, a i to je lijeĉenje ograniĉeno 
brojnim kontraindikacijama te tek mali broj bolesnika ovaj lijek zapravo i dobije. Najĉešće je 
razlog za to predugo vrijeme do dolaska u bolnicu i postavljanja dijagnoze. Alteranativa 
praktiĉki ne postoji. Ostali lijekovi koji se primjenjuju su tek uĉinkoviti u prevenciji recidiva 
moţdanog udara. Kao nasušna potreba pokazuje se potreba za daljnjim ispitivanjem 
terapijskim mogućnosti u ovom lijeĉenju, mogućnost koje ne bi bile toliko vremenski 
ograniĉene, niti s toliko kontraindikacija. Kada tako govorimo mora biti jasno da samo 
lijeĉenje koje se moţe dati unutar prvih 3 sata spašava ishemijsku jezgru, a ono primijenjeno 
kasnije spašava penumbru i oligemiju. Moţe li se to drugo onda moţe nazvati lijeĉenjem ili 
neuroprotekcijom, „prevencijom recidiva moţdanog udara“ (što se kliniĉki manifestira 
pogoršanjem deficita, patološki i radiološki većim infarktom mozga, a zapravo je moţda samo 
inkorporiranje penumbre i oligemije koja je neko vrijeme preţivljavala u ishemijsku jezgru -
infarkt), ostaje za razmatranje. No potrebno je uzeti u obzir i još nešto. Kliniĉki je jasno da su 
neke okluzije arterija kratkotrajne, a neke dugotrajne. Kratkotrajne mogu nastati npr. 
stvaranjem tromba na ulceriranom plaku velike arterije, kardijalnim embolijskim incidentom 
ako je tromb iz srca (najĉešće atrijski u sklopu fibrilacije atrija ili ventrikularni ako postoji 
diskinezija stijenke srca), arterijsko-arterijskom embolijom i sliĉno te se tromb moţe, ako je 
svjeţ i nije već fibrozno organiziran, otopiti brzo spontano ili lijeĉenjem. U uvodu je reĉeno 
već kako HBO2 stvara deseterostruko povišenje razine otopljenog kisika, još više povisuje 
difuzijski gradijent te postiţe 20% povećenje oksigenacije ishemiĉke penumbre, smanjenje 
moţdane razine piruvata i laktata, poboljšanje mitohondrijske funkcije i druge brojne 
pozitivne uvjete za preţivljavanje ishemiĉnog tkiva mozga. Isto tako je reĉeno kako u 27 % 
tkiva penumbre postoje ipak znakovi smrti neurona, iako je to makroskopski nevidljivo, a u 
44% tkiva penumbre znakovi smrti više od pola neurona! Isto tako znamo da je „vrijeme 
mozak“ – „time is brain“ i da će dakle penumbra dijelom ili potpuno odumrijeti ĉekajući 
oporavak. Postavlja se dakle pitanje što zapravo ta „penumbra“ znaĉi? Sigurno ne znaĉi tkivo 
koje se moţe sigurno i potpuno oporaviti, ako se pravilno lijeĉi, kako većina lijeĉnika, 
neupoznata dovoljno s problematikom smatra. No ipak ju treba lijeĉiti ako je ishemiĉna, a je. 
Tako da neuroprotekcija ovdje sigurno nije dobar naziv jer lijeĉimo već oštećeno tkivo, a ne 
štitimo zdravo. U oligemiji bi moţda bila. I to ostaje za razmotriti. S tog gledišta lijeĉenje 
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poboljšanjem tkivne oksigenacije (što je hitnije od dopreme glukoze) i perfuzije tkiva je 
najvaţnije lijeĉenje koje je potrebno. Kao paralela iz kliniĉke prakse, kada je u pitanje srĉani 
infarkt postoji izrazita bol i nedostatak zraka, dispneja koju gotovo svaki bolesnik osjeti kao 
jaku. Srĉani mišić naime boli... To daje dojam hitnosti, koji je potreban. Moţdani udar 
većinom ne boli, niti postoji osjećaj nedostatka zraka kod bolesnika, jer mozak sam po sebi ne 
boli, bole tek meningealne ovojnice kada ih pritisne npr. edem. A patofiziološki mehanizam je 
isti. Kako ne boli i nema dispneje koju treba olakšati, bolesnici se ne ţure toliko u  bolnicu i 
zakasne primiti lijek, a kada ne postoji dispneja lijeĉnici ne ordiniraju kisik iako postoji 
ishemija tkiva. Stvar je jasna, zar ne? To je razlog zašto smo odluĉili prouĉavati nove 
mogućnosti lijeĉenja kisikom, a potom to sveli na lijeĉenje hiperbariĉnim kisikom, kao još 
jedno moguće lijeĉenje, koje se moţe primjeniti prvih sati moţdanog udara.  
Nadalje kada govorimo o ishemiji potrebno je spomenuti i to da kratkotrajne ishemije 
mozga dovode do neuroprotektivnog djelovanja, ishemiĉke tolerancije. Toĉnije ako nakon 
toga nastupi moţdani udar, on neće biti toliko opasan niti konaĉni infarkt toliko masivan. 
Ostaje za istraţiti dovodi li do tog uĉinka smanjeno oštećivanje, jaĉa otpornost tkiva ili bolji 
popravak oštećenja. Kao medijatori se spomionju potencijalno HSP, Bcl-2, neutrofini, 
interleukini 1a i 1b, TNFα, citokini. Cijeli uĉinak mogao bi poĉivati na ishemijom 
induciranim protektivnim proteinima stanice, koja tako sljedeću ozljedu doĉeka spremna.  
Toleranciji obiĉno treba nekoliko dana da postane najjaĉa i uĉinak traje do 7 dana. 
HBO2 stvara uvjete sliĉne tome, uvjete relativne hipoksije, a ako se primjeni višekratno mogla 
bi pomoći u znaĉajnom pojaĉavanju ove tolerancije na ishemiju. Npr. kao priprema za 
operaciju ICA, kod koje dolazi do prolaznih ishemija, a ponekad i infarkta mozga (2-5% 
sluĉajeva). 
S obzirom na duljinu trajanja odumiranja penumbre i oligemije, smatramo da bi HBO2 ovu 
toleranciju samo potpomogla. Najbolji uĉinak bi se postizao nakon kratke ishemije koja bi 
potakla produciju proteina, a ne bi kao što duţa ĉini, inhibirala istu i dovela do smrti neurona. 
Tako naizmjeniĉno izlaganje kisiku s pauzama, stvaralo bi uvjete relativne, intermitentne 
hipoksije, koja dokazano proizvodi IL-1a or IL-1b, or TNF-α, a koji su opet dokazano 
protektivni, a prva dva to ĉime putem proteina HSP, Bcl-2, odnosno sa stresom povezanim 
proteinima, ali pomaţe pritom, doduše manje i TNF-α. I citokini djeluju zaštitno nakon kraće 
ishemije, a štetno kod duţe. Mehanizam kojim se to sve dogaĊa je, danas se smatra, kljuĉna 
pojaĉana postishemiĉka sposobnost puferiranja Ca++ pomoću mitohondrija i pojaĉane Ca++-
ATPazne aktivnosti, odnosno smanjenje nakupljanja Ca++ u citosolu. Bcl-2 ima još 
nerazjašnjenu ulogu u tome, no dokazano je pojaĉano eksprimiran. Postoje istraţivanja o 
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uĉincima normobariĉne oksigenacije kod moţdanog udara, no dokazano je već da HBO2 
smanjuje hipoksiju penumbralnog tkiva tijekom rane faze ishemije mozga znaĉajno  
efektivnije nego normobariĉna oksigenacija (NBO2), kako znamo koliko je veća koliĉina 
kisika koju moţe donijeti ishemiĉnom tkivu, sigurno je bolji izbor (104-106), 197) 
Većina istraţivanja na štakorima uopće, ali i na dijabetiĉkim štakorima raĊena je na 
muškim štakorima, uglavnom iz praktiĉnih razloga. Neka ranija su istraţivanja sugerirala da 
estrogen relativno zaštićuje dijabetiĉke štakorice od dijabetesom uzrokovanog pojaĉanog 
oštećenja mozga nakon moţdanog udara (154). S obzirom da je ta tvrdnja doista intrigantna i 
nedovoljno istraţena, a da se pri poĉetku ovog istraţivanja primjetilo da kod SD štakorica pri 
uobiĉajenom trajanju ishemije od 90 minuta ili dulje, dolazi do ĉestog ugibanja ţivotinja ili 
masivnih infarkta mozga odluĉili smo se time detaljnije pozabaviti. Ovo istraţivanje je, 
nasuprot navedenim ranijim radovima pokazalo, u svom prvom dijelu, da su dijabetiĉke SD 
ţenke izrazito osjetljive na moţdanu ishemiju. Rezultati drugog dijela ovog istraţivanja 
sugeriraju da HBO2 i inhibicija 20-HETE produkcije moţe smanjiti konaĉni volumen infarkta 
mozga kod dijabetiĉkih štakorica, svako zasebno ili zajedniĉkom primjenom. Ovo je 
vjerojatno povezano s pojaĉanjem izraţaja CYP450- epoksigenaza u tkivu mozga tijekom 
HBO2. 
S obzirom da se ovo istraţivanje sastojalo od dva dijela, tako smo podijelili i rezultate 
i diskusiju.  
6.1. Novi model za istraţivanje moţdanog udara kod dijabetiĉkih SD štakorica 
U prvom dijelu istraţivanja, koji se bavi uspostavom novog modela za istraţivanje 
moţdanog udara kod dijabetiĉkih štakorica SD vrste najvaţniji rezultati su da su: a) 
dijabetiĉke štakorice SD vrste izrazito osjetljive na ishemiju u t-MCAO modelu moţdanog 
udara; b) 60' i 90 ' t-MCAO, koje se trenutno najĉešće koriste u nedijabetiĉkih štakorica se 
doima preduga za dijabetiĉke, uzrokujući masivne moţdane udare kod dijabetiĉkih štakorica; 
c) slabija reperfuzija je registrirana kod duljeg trajanja ishemije u 90' skupini (što se moguće 
moţe o bjasniti kao rezultat već ireverzibilnog infarkta mozga s posljediĉnom vaskularnom 
disfunkcijom). Ovaj vaskularni znak bi mogao biti mogao biti znak dolaska do toĉke s koje 
više nema povratka, oporavka u lijeĉenju moţdanog udara; d) 30' t-MCAO se doima 
adekvatnog trajanja ishemije za model moţdanog udara kod dijabetiĉkih štakorica, pouzdano 
uzrokujući moţdane udara srednje veliĉine koji zahvaćaju 30-50% ishemiĉne hemisfere; e) 
20' t-MCAO kod dijabetiĉnih štakorica uzrokuje male strijatalne moţdane udare 
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nekonzistentne veliĉine; i f) upitno je komparirati rezultate istraţivanja eksperimentalne 
ishemije mozga štakora s dijabetesom i onih bez dijabetesa, ĉak i ako je trajanje t-MCAO isto. 
Vrsta Sprague-Dawley štakora (SD) je najĉešće korištena vrsta štakora u MCAO 
istraţivanjima (41% istraţivaĉa je provodilo istraţivanja na ovoj vrsti, nasuprot 34% na 
štakorima vrste Wistar, 10% na SHR (spontano hipertenzivnim štakorima), 2% na štakorima 
vrste Long-Evans i 2% na ostalimvrstama (166).  SD štakori imaju manji postotak 
komplikcija ukljuĉujući SAH u usporedbi s vrstama štakora Fisher i Wistar, radi anatomskog 
tijeka ICA u petroznom segmentu (166).  
Ranija istraţivanja su sugerirala da estrogen relativno štiti ţenke štakora od 
dijabetesom-pogoršanog oštećenja nakon moţdanog udara (158). Ipak, ovo istraţivanje je 
pokazalo da su naše dijabetiĉke štakorice imale izrazito visoku osjetljivost na ishemiju mozga 
i sklonost razvoju infarkta mozga.  Ipak moramo priznati da postoji mogućnost da bi muški 
štakori s dijabetesom moguće bili još osjetljiviji, s još većim infarktima mozga, s obzirom na 
estrogenski zaštitni utjecaj. To ipak nije potpuno jasna mogućnost, s obzirom da je dokazano 
na ljudima da kada se moţdani udar ipak dogodi kod ţena, koje su relativno zaštićene 
estrogenom, on bude teţi i ĉešće fatalan nego kod muškaraca. 
Pri uspostavi modela moţdanog udara u dijabetiĉkih štakora, na osnovu publiciranih 
modela kod štakora bez dijabetesa, isprva smo otkrili da je uobiĉajeno trajanje ishemije od 60 
do 120' uzrokovalo velike moţdane udare, s masivnim edemom mozga i devastirajućim 
neurološkim deficitima, poput nemogućnosti hranjenja, nepokretnosti i  poremećaja svijesti. 
Ovi moţdani udari su bili ĉesto letalni unutar prvih 24 sata nakon pokusa, uglavnom radi 
masivnog edema mozga i porasta intrakranijalnog tlaka. Sliĉno se dogaĊa kod bolesnika s 
najteţim moţdanim udarima cijelog MCA teritorija i s visokim NIHSS (National Institute of 
Health Stroke Score), koji su dokazano „loši“kandidati za lijeĉenje  trombolizom i uglavnom 
umiru radi edema mozga i komplikacija disfagije i nepokretnosti, ali takoĊer imaju veći rizik 
sekundarnog krvarenja u zoni moţdanog udara.  
Imajući navedeno u  vidu, u ovim pokusima smo trajanje MCA okluzije skratili 
razliĉito u razliĉitim skupinama (Slika 5.2.) da bi utvrdili optimalno trajanje t-MCAO, koje će 
rezultirati srednje velikim moţdanim udarom ranije opisanim u nedijabetiĉkih bolesnika i 
štakora, izmeĊu 30 i 50% volumena hemisfere (148,163,164)  
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U ovim pokusima, u dijelu o uspostavi modela za istraţivanje moţdanog udara, dulja ishemija 
je neizbjeţno dovodila do većih infarkta mozga (Slika 5.3, Paneli A, B i C i Slika 5.4), a 
uobiĉajeno trajanje ishemije kod štakora bez dijabetesa, koje jeu ranijim istraţivanjima 
najĉešće bilo 90', (ali takoĊer 60-120', ponekad ĉak 180 minuta) je bilo predugo  za 
dijabetiĉke štakorice i uspostavu modela moţdanog udara (96, 147). Ishemija od 60' i 90’ je 
uzrokovala devastirajuće, masivne infarkta mozga s manjom vjerojatnošću preţivljavanja kao 
i bilo koje vrste lijeĉenja (Slika 5.3. Panel C, Slika 5.4.).  
Dijabetes pogoršava ishod moţdanog udara, ali je takoĊer neovisni ĉimbenik rizika pa 
bolesnici s dijabetesom imaju 2-4 puta veći rizik za moţdani udar u usporedbi s 
nedijabetiĉarima (149, 153). Mogući uzroci navedenoga su kroniĉna hiperglikemija koja 
dovodi do produkcije slobodnih kisikovih radikala i citokina i povećava predispoziciju 
ishemiĉnih stanica mozga apoptozi (198). Dodatno, kod dijabetiĉara dolazi do zadebljanja 
arterijske intime i arteriolarnih okluzija, dovodeći poremećenom vaskularnom funkcijom do 
inadekvatne perfuzije tkiva (148, 152). Kao posljedica toga i drugih patofizioloških 
mehanizama, isto trajanje ishemije dovodi do lošijeg ishoda lijeĉenja moţdanog udara kod 
dijabetiĉara. U ranijim istraţivanjima, animalni modeli dulje ishemije i duljeg vremenskog 
prozora do poĉetka lijeĉenja moţdanog udara su bili praćeni negativnim ili slabim rezultatima 
ishoda lijeĉenja [(199). Na primjer, lijeĉenje s rtPA nakon 2 sata t-MCAO nije pokazalo 
uĉinka na veliĉinu infarkta mozga i neurološki deficit, ali je imalo negativne uĉinke na rizik 
intracerebralne hemoragije, raspadanje krvno-moţdane barijere i produkciju inflamatornih 
medijatora (150). Duţa ishemija neizbjeţno pogoršava infarkt mozga, pojaĉava imunosni 
odgovor koji je povezan s vaskularnom bolešću i dijabetesom (200). Jaĉi upalni odgovor 
dovodi do moţdanog edema, a posljediĉno (kada intrakranijalni tlak preraste prosjeĉni venski 
tlak, a pogotvo arterijski krvni tlak) do smanjene perfuzije mozga inaĉe neokludiranim 
arterijama(200), kompresije na do sada zdrave, ĉak i udaljene moţdane strukture i njihova 
sekundarnog ishemijskog ili kompresijom uzrokovanog uništenja i neizljeĉivih primarnih, ali i 
sekundarnih oštećenja (201). Tako gledano, iz pokusa s masivnim moţdanim udarima, moţe 
doći do krivog zakljuĉka (radi neadekvatnog dizajna pokusa), da niti jedno lijeĉenje nije 
korisno, ĉak niti moguće, a potencijalno moţe biti opasno, u lijeĉenju moţdanih udara kod 
bolesnika s dijabetesom. 
Uistinu, još nedavne smjernice o lijeĉenju moţdanih udara trombolizom (rTPA, 
AHA/ASA smjernice 2007. (202)) bile su vrlo iskljuĉive kod dijabetiĉara s preboljelim 
moţdanim udarima i oni nisu mogli dobiti jedino poznato lijeĉenje moţdanog udara niti 
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unutar 3 sata od poĉetka smetnji. Od 2009. smiju, ali ne i u vremenskom prozoru od 3 do 
4.5h, kada većina ostalih smiju (203).  
Naše je mišljenje da je glavni problem u tome što je većina moţdanih udara u kliniĉkoj praksi 
malog ili srednjeg volumena. S druge strane većina moţdanih udara koji se istraţuju u gore 
navedenim animalnim istraţivanjima su veliki. TakoĊer u kliniĉkoj praksi, uspješno su lijeĉivi 
većinom oni moţdani udari koji se lijeĉe u kraćem vremenskom prozoru od nastanka, a ako 
ishemija dugo traje, posljedica će biti masivan moţdani udar, uglavnom rezistentan na bilo 
kakvo lijeĉenje, s velikim onesposobljenjem koje ugroţava ţivot (radi opasnosti od 
tromboembolije, razvoja plućnih ili urinarnih infekcija, opasnosti od aspiracije, kao posljedica 
disfagije, opasnosti od dehidracije, sa svim sekundarnim posljedicama tih komplikacija koje 
ponekad vode u zaĉarani krug iz kojega nema izlaska). Takvi veliki moţdani udari, koji su bili 
duţe izloţeni ishemiji mozga, imaju ĉak i sa više opasnih intrakranijalnih komplikacija samog 
lijeĉenja, poput intracerebralne hemoragije, sekundarnog krvarenja u moţdanog udara radi 
sekundarno oslabljene vaskularne stijenke. A animalni modeli su svi koristili duţe trajanje 
ishemije. Uzimajući u obzir sve ove ĉinjenice, dijabetiĉki model moţdanog udara bi dakle  
trebalo modificirati da odgovara svrsi, t.j. trajanje ishemije treba skratiti da bi se proizvelo 
infarkt mozga srednje veliĉine, koji bi imitirao moţdani udar kod ljudi koji je u praksi 
pokazano da ga je moguće lijeĉiti. Takav t-MCAO model moţdanog udara kod dijabetiĉkih 
štakorica bi omogućio ispitivanje raznovrsnih oblika lijeĉenja, odnosno, što smatramo i 
primarnom funkcijom svakog animalnog modela,  
U našem istraţivanju 20-minutni ishemijski model kod nekih štakorica nije uopće 
proizveo infarkt mozga, a u ostalih je bio izrazito malen i lociran samo u striatumu (Slika 5.3. 
i Slika 5.4.). Nije dovodio do konzistentnih rezultata, unatoĉ uredno provedenom pokusu, ali 
niti do dovoljno velikih infarkta mozga da bismo mogli simulirati prosjeĉni moţdani udar kod 
dijabetiĉara ili nedijabetiĉara. Mogao bi, kada ne bi postojao problem reproducibilnosti, 
konzistentnih rezultata, simulirati lakunarni moţdani udar (infarkt malih krvnih ţila) u 
bazalnim ganglijima, kao jedan od ĉešćih tipova moţdanog udara. Zato mislimo da za taj tip 
moţdanog udara ovaj model nije najbolji (204). Kod ovog tipa moţdanog udara se infarkt 
mozga dogaĊa na razini manjih arterija odnosno terminalnih ogranaka velikih moţdanih 
arterija, gdje je kolateralna cirkulacija slaba,  kao u sluĉaju striatuma. Ako se radi o kraćoj 
okluziji MCA, u tom se sluĉaju infarkt korteksa gotovo nikada ne dogaĊa, jer je kolateralna 
cirkulacija preko kortikalnih anastomoza ipak dovoljno jaka da pretrpi kraću ishemiju.  
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U ovom istraţivanju samo 30-minutna ishemija je konzistentno dovodila do infarkta 
mozga srednje veliĉine, koji zahvaća oko 50% MCA irigacijskog podruĉja i oko 50% 
striatuma irigiranog od MCA (Slika 5.3., panel A, B i C, Slika 5.4.). To dobro odgovara 
trombozi,  infarktu velikih krvnih ţila, ali još uvijek ne toliko masivnom i uništavajućem da 
bude letalan i smatramo ga optimalnim za buduća istraţivanja (204). Infarkti mozga iste 
veliĉine uspješno su korišteni u drugim, ranijim radovima na nedijabetiĉkim štakorima (148, 
199). 
Duţa ishemija od 45, 60 ili 90 minuta uzrokuje masivnije infarkte MCA regije. U 45 i 
60 minutnim ishemijama dolazilo je do relativno naglog i znaĉajnog širenja volumena infarkta 
na skoro cijeli ili cijeli striatum (Slika 5.3., panel A), ali i znaĉajno veći dio korteksa (Slika 
5.3., Panel B, Slika 5.4.), no ipak ne cijeli MCA irigirani korteks, zbog funkcionalnih 
kortikalnih kolaterala, koje su ovdje još dovoljne za opskrbu kisikom i glukozom. 
Ishemija od 90 minuta dovodi do masivnih hemisferiĉnih moţdanih udara s infarktom 
gotovo cijele hemisfere mozga (cijeli striatum kao i ranije, ali ovaj put skoro cijeli MCA ili 
ICA irigirani korteks kao što se vidi na Slici 5.3., panel B i C, Slici 5.4. Takvi veliki moţdani 
udari bi u kliniĉkoj praksi skoro uvijek bili inkompatibilni s preţivljavanjem radi razliĉitih 
razloga: uglavnom moţdanog edema, povišenja intrakranijalnog tlaka sa radi toga niskom 
arterijskom perfuzijom mozga i sekundarnim širenjem infarkta mozga, hernijacije mozga 
(unkalne, subfalcine ili pogotovo transtentorijalne) i sekundarnog kompresijskog oštećenja 
neinfarciranih regija itd. Ako bi bolesnik i preţivio, najteţi neurološki deficiti i teška 
onesposobljenost bi ostala kao trajna posljedica. To se dogaĊa ako doĊe do nagle i trajne 
MCA okluzije, bez reperfuzije ili sa prekasnom reperfuzijom ili kod kraće okluzije ako je 
kolateralna arterijska cirkulacija slaba.  
Još jedan znaĉajan rezultat ovog istraţivanja je da je pojava slabije reperfuzije kod 
duţe ishemije, nakon uklanjanja okluzivnog materijala. 90 minutna grupa imala je znaĉajno 
lošiju reperfuziju (56-62% od osnovice, nasuprot 80 do 125 % od osnovice u drugim grupama 
(Slika 5.2, panel B)), koja se moţe objasniti kao rezultat već ireverzibilnih, definitivnih 
moţdanih infarkta i arterijskog oštećenja intrakranijalnih arterija, kod kojih normalna 
postishemiĉka hiperperfuzija, kao spasonosni mehanizam ne moţe nastati. Smatramo da ovaj 




Za svaki eksperimentalni model koji bi trebao odraţavati humano stanje je vaţno da 
simulira prosjeĉnu situaciju. U ovom sluĉaju trebao bi simulirati najĉešće tipove moţdanih 
udara, a to su oni srednje veliĉine ili manji. Kao najbolji model u ovom pokusu pokazao se 
model 30 minutne ishemije, s infarktima pola striatuma i pola korteksa (Slika 5.3., Slika 5.4.) 
koji je opskrbljen od strane MCA. Svi duţi modeli su proizveli uništenje cijelog ili skoro 
cijelog striatuma, a korteks je bio gotovo potpuno uništen u 90 minutnom modelu. 
Za usporedbu, kod ljudi moţdani su udari uglavnom mali, veliĉine 4.5 do 14% 
ipsilateralne hemisfere (205,206), a kao maligni infarkt mozga klasificira se u neurološkoj 
praksi onaj koji zahvaća više od 50% moţdane hemisfere. Neka istraţivanja objavljuju 
podatke da on takav postaje već tada kada je veći od 39% hemisfere (207,208). 
 
.6.2. Djelovanje hiperbariĉne oksigenacije i HEZ0016 na ishod moţdanog udara  
Najvaţniji rezultati drugog dijela istraţivanja, koje se bavi djelovanjem hiperbariĉne 
oksigenacije i HEZ0016 na ishod moţdanog udara su: a) ako se primjeni rano nakon 
moţdanog udara, HBO2 (korištena jednokratno ili višekratnim izlaganjima HBO2) je izrazito 
uĉinkovita terapija moţdanog udara kod dijabetiĉkih štakorica, ĉak i u prisutnosti dugotrajnog 
nelijeĉenog dijabetesa; b) lijeĉenje samo s HET0016 je jednako efektivno; c) HET0016 
(primijenjen kao lijeĉenje ili predtretman), kombiniran s HBO2 nema znaĉajan aditivni uĉinak 
u smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi sa lijeĉenjem samo s HET0016;  d) postoji 
znaĉajno povišen izraţaj EET-stvarajućih enzima u tkivu mozga u skupinama podvrgnutim 
HBO2 ili HET0016 lijeĉenju, sugerirajući da  EET doprinose smanjenju volumena infarkta 
mozga i e) SD dijabetiĉke štakorice izrazito su osjetljive na ishemiju (podatak koji potvrĊuje 
naše rezultate iz prvog pokusa (191)).  
Po našim saznanjima, ovo su prvi pokusi koji su koristili HBO2 i HET0016 u in vivo 
pokusima na dijabetiĉkim štakoricama i prvi rezultati koji istraţuju uĉinke njihove 
kombinirane primjene u lijeĉenju moţdanog udara (u dostupnoj literaturi).  
 HBO2 je još uvijek rijetko korištena u modelima eksperimentalnog moţdanog udara, a 
niti jedan od njih do sada nije provoĊen na dijabetiĉkim štakorima, što ĉini ovo istraţivanje 
još znaĉajnijim. Dodatna vrijednost ovog istraţivanja je u tome što je ciljano provedeno na, 
teţim za ispitivanje i rijetko korištenim, ţenskim štakorima s dugotrajnim dijabetesom (189, 
209-212). Ovaj novi model je interesantan zato što u kliniĉkoj praksi bolesnice s dijabetesom 
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imaju veći rizik za razvoj moţdanog udara nego muškarci, a i ĉešće zadobivaju veće moţdane 
udare, koje je teţe lijeĉiti i ĉesto su fatalni (96,97,213). 
 Objavljeni pokusi na nedijabetiĉkim štakorima su utvrdili da HBO2 ima uĉinak na 
smanjenje volumena moţdanog udara nakon t-MCAO. Ovaj t-MCAO model ishemije, prvo 
stvara infarkt u podruĉju striatuma (jer je ovo podruĉje irigacije terminalnih arterijskih 
ogranaka gotovo bez kolateralnog cirkulacije (161)), a kasnije u podruĉju dorzolateralnog 
korteksa iznad njega. Striatalni infarkti mozga se zato vrlo brzo razvijaju i gotovo su potpuno 
otporni na bilo koje lijeĉenje. Kortikalni infarkti razvijaju se kasnije, jer ipak postoji iako 
mala kolateralna cirkulacija drugim neblokiranim arterijama, koja nije dovoljna za dugo 
preţivljavanje. Razvoj kortikalnog infarkta mozga ukljuĉuje i druge patofiziološke procese, 
kao što je produţeno otvaranje krvno-moţdane barijere, njezinu razgradnju i apoptotsku smrt 
stanice. Upravo zato striatum je mjesto ishemijske jezgre, a ovisno o trajanju i razini 
smanjenja rCBF i/ili medicinskoj intervenciji, korteks se transformira u ishemijsku jezgru, 
penumbru, oligemiju ili zdravo neuralno tkivo (162).  
U prvim pokusima pokazalo se da je 30 minutna t-MCAO dobra kao model u 
dijabetiĉkih SD štakorica, ako se ţeli stvoriti prosjeĉan, umjereno velik moţdani udar (koji 
zahvaća izmeĊu 30% i 50% volumena ishemiĉne hemisfere) (119), a rezultati drugog pokusa 
su to i potvrdili (Slika 5.6. i Slika 5.7. Paneli A, B i C). Potvrdili su i da se u ovom modelu 
moţe pratiti uĉinkovitost lijeĉenja, jer ne dovodi do masivnog moţdanog udara koji bi bio 
letalan unutar 24 sata radi komplikacija poput edema mozga, nepokretnosti, disfagije. Tako 
moţe imitirati stvarnog dijabetiĉkog bolesnika s moţdanim udarom koji još uvijek moţe biti 
uspješno lijeĉen. 
U ovom istraţivanju kod dugotrajnog dijabetesa, HBO2 nije bila uĉinkovita u 
smanjenju volumena subkortikalnog infarkta mozga (Slika 5.7. Panel A). Drugim rijeĉima, 
iako je trajanje ishemije skraćeno znaĉajno, ishemijska jezgra je već prešla preko toĉke s koje 
više nema povratka. S druge strane, volumen infarkta korteksa i ukupni volumen infarkta 
mozga su bili znaĉajno smanjeni (Slika 5.7. Panel B i C). Iako su uĉinci ponavljane HBO2 na 
volumen infarkta mozga prouĉavani na razliĉitim modelima moţdanog udara (107,214), 
postoji praznina u istraţivanjima na dijabetiĉkim štakorima s moţdanim udarom. U ovom 
istraţivanju nije bilo znaĉajne razlike izmeĊu skupina lijeĉenih s HBO2 u bilo kojem 
volumenu infarkta mozga (Slika 5.7. Paneli A, B i C). Rezultati sugeriraju da se najjaĉi uĉinak 
HBO2 postiţe njezinom prvom primjenom (i to što je prije moguće nakon moţdanog udara), a 
ponavljane aplikacije nisu superiorne u odnosu na jednokratnu (Slika 5.6.). Bi li se benefit od 
ponavljanih aplikacija ipak mogao ostvariti kroz svakodnene aplikacije u duţem vremenskom 
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periodu, ne moţemo spekulirati, ali smo mišljenja da ovaj efekt moţda ne bi bio tako izraţen 
kao efekt prve hiperbariĉne oksigenacije, primijenjen što prije je moguće nakon ishemije. 
Naime glavnina oštećenja i smrti stanica nastupa u prvim satima nakon ishemije, na mjestu 
ishemijske jezgre i penumbre pa bi ponavljanje hiperbariĉne oksigenacije moglo samo 
djelovati na rubna podruĉja oligemije. Njezini mehanizmi gledani iz te perspektive definitivno 
jesu zaobilaţenje blokirane krvne ţile preko kolateralnih arterija, što nas podsjeća na prve 
eksperimente s HBO2 u kojima su eksangvinirane ţivotinje ţivjele samo na plazmi u 
hiperbariĉnoj komori, bez eritrocita, a poznato da plazma prolazi i tamo gdje eritrociti ne 
mogu. Mogućnosti HBO2 kod štakora su se pokazale izrazito znaĉajne. Po našem mišljenju, 
raniji pokusi, koji nisu pokazali uĉinkovitost HBO2, su bili neuspješni radi zanemarivanja 
osjetljivosti neurona, prolongirane ishemije i korištenja lijeĉenja s HBO2 previše kasno nakon 
nastupa moţdanog udara, a i oĉekivanja su moţda bila prevelika   (107). Sliĉne poteškoće su 
se dogaĊale pri uvoĊenju trombolize u lijeĉenje moţdanih udara. Mnogo je godina prošlo dok 
nije postala primjenjiva, korisna, ali je morala biti ograniĉena na uski vremenski prozor kao i 
brojnim, realnim kontraindikacijama. Oĉekujemo da će se isto dogoditi i sa hiperbariĉnom 
oksigenacijom. Po našem mišljenju najperspektivnije podruĉje njezine primjene će biti 
kirurgija, uglavnom vaskularna kirurgija, kao u bolesnika koji su prošli endarterektomiju npr. 
karotidne arterije. Ova procedura ima prihvaćeni, mali postotak moţdanih udara nakon 
operacije, ali iako je moţdani udar prepoznat odmah po izlasku iz opće anestezije, koja je 
relativno kratka, a vrijeme od nastanka moţdanog udara kratko, tromboliza nije moguća radi 
svjeţe operacije i gotovo sigurne opasnosti od krvarenja u operativno polje. Nadamo se da će 
HBO2 popuniti ovu prazninu u lijeĉenju. Kao napomenu je potrebno dodati da se ista 
operacija sve više provodi i u lokalnoj anesteziji, pri kojoj je, jer je bolesnik cijelo vrijeme u 
kontaktu, moguće istog trenutka kada se ishemija dogodi registrirati moţdani udar, pripremiti 
hiperbariĉnu komoru i po završetku operacije ga trenutno poĉeti lijeĉiti. 
Inhibitori 20-HETE (TS-011, HET0016) su ranije istraţivani kao lijeĉenje ili 
predtretman i pokazali su se uĉinkoviti u smanjenju volumena infarkta mozga u nedijabetiĉkih 
štakora (sa 70% smanjenjem volumena infarkta mozga, 55% smanjenjem ukupnog volumena 
infarkta mozga, radi manjeg uĉinka na subkortikalna podruĉja) (180,182, 183). Ovi rezultati 
podupiru naše rezultate na dijabetiĉkim štakoricama, koje ranije nisu prouĉavane. Naime do 
sada nismo pronašli takva istraţivanja na dijabetiĉkim štakorima. Naši rezultati sugeriraju da 
lijeĉenje samo s HET0016 znaĉajno reducira volumen infarkta mozga (Slika 5.6 i Slika 5.7., 
Paneli A, B i C). Štakori koji su primili predtretman ili lijeĉenje s HET0016 su imali sliĉnu 
redukciju rCBF za vrijeme ishemije, ali znaĉajno niţe vrijednosti rCBF tijekom reperfuzije, u 
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usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.5.). To je sigurno podatak koji je znaĉajan, ali 
daljnja istraţivanja tek trebaju otkriti je li to posljedica manjeg moţdanog udara s manje 
toksiĉnih produkata i manjom potrebom za reperfuzijom, direktnog uĉinka 20-HETE na 
arterijske stijenke u ishemijskom podruĉju ili nekog drugog neuroprotektivnog mehanizma.  
 Ovo je istraţivanje takoĊer testiralo uĉinak zajedniĉke primjene HET0016 i HBO2, ali 
takoĊer i razlike izmeĊu kombinacija HBO2 s HET0016 predtretmanom i HBO2 s HET0016 
lijeĉenjem tijekom i nakon t-MCAO. Po našim saznanjima takve kombinacije nisu do sada 
istraţivane, pogotovo u uvjetima dijabetesa. Neka istraţivanja su pokazala da 20-HETE moţe 
pojaĉati oksidativni stres u stanicama putem aktivacije reducirane nikotinamid adenin 
dinukleotid fosfatne oksidaze, fosforilacije, razdvajanja NOS i putem NADP oksidazno-
neovisnog puta (97). Kako HBO2 reducira oksidativni stres (216), moţe se nagaĊati da bi 
HBO2 mogla povoljno djelovati na ishod moţdanog udara lijeĉenog s HET0016 (217). 
Nasuprot našim oĉekivanjima, takve kombinacije nisu doprinjele znaĉajan aditivni uĉinak u 
smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi s lijeĉenjem samo s HET0016 (Slika 5.6 i 
Slika 5.7., Paneli A, B i C). Rezultati pokazuju jednako snaţnu uĉinkovitost HBO2 i 20-HETE 
inhibitora na veliĉinu konaĉnog infarkta mozga. Ostaje za razjasniti je li to posljedica toga da 
svaki od navedenih modaliteta lijeĉenja ima najveću moguću uĉinkovitost, koja se kod 
moţdanog udara tog tipa i te duţine trajanja ishemije moţe oĉekivati, pa se dodatni diskretan 
uĉinak ne moţe registrirati ili postoji neki drugi do sada neotkiveni razlog za navedeno. 
Doprinos CYP metabolita autoregulaciji moţdanog protoka krvi još uvijek nije do 
kraja istraţena, no već je jasno da bi oni mogli imati vrlo vaţnu ulogu kao novi ciljevi u 
razvoju lijekova za lijeĉenje moţdanog oštećenja nakon ishemije (55.). Iako  smo proveli 
analize izraţaja Cyp4A3 mRNA, rezultati nisu prikazani jer je izraţaj bio iznimno nizak 
(najviša vrijednost je bila 2.1x10-4), što je u skladu s podacima o vrlo niskim ili 
nedetektabilnim razinama Cyp4a2 i Cyp4a3 mRNA u tkivu mozga Wistar štakora, koji su 
objavljeni ranije (56,57). Izraţaj Cyp2J3 i Cyp2C11 u ovom istraţivanju potvrĊuje i prijašnje 
rezultate i mišljenja da oni imaju vaţnu neuroprotektivnu ulogu (55) (Slika 5.8., Panel A, B i 
C). Uzimajući u obzir analizu izraţaja enzima i uĉinke HET0016, moguće je nagaĊati da bi 
povišenje razine EET i smanjenje razine 20-HETE, farmakološki, uz dodatak HBO2, mogao 







U prvom dijelu istraţivanju o uspostavi novog modela za istraţivanje moţdanog udara 
kod dijabetiĉkih štakorica SD vrste najvaţniji zakljuĉci su:  
a) dijabetiĉke štakorice SD vrste izrazito su osjetljive na ishemiju u t-MCAO modelu 
moţdanog udara;  
b) 60' i 90 ' t-MCAO, koje se trenutno najĉešće koriste u nedijabetiĉkih štakorica doima se 
preduga za dijabetiĉke, uzrokujući masivne moţdane udare kod dijabetiĉkih štakorica;  
c) slabija reperfuzija registrirana je kod duljeg trajanja ishemije u 90' skupini (što se moţe 
objasniti kao rezultat već ireverzibilnog infarkta mozga s posljediĉnom vaskularnom 
disfunkcijom). Ovaj vaskularni znak mogao bi biti mogao biti znak dolaska do toĉke s koje 
više nema povratka ni oporavka u lijeĉenju moţdanog udara;  
d) 30' t-MCAO se doima adekvatnog trajanja ishemije za model moţdanog udara kod 
dijabetiĉkih štakorica, pouzdano uzrokujući moţdane udara srednje veliĉine koji zahvaćaju 
30-50% ishemiĉne hemisfere;  
e) 20' t-MCAO kod dijabetiĉnih štakorica uzrokuje male strijatalne moţdane udare 
nekonzistentne veliĉine; i  
f) upitno je komparirati rezultate istraţivanja eksperimentalne ishemije mozga štakora s 
dijabetesom i onih bez dijabetesa, ĉak i ako je trajanje t-MCAO isto. 
Najvaţniji zakljuĉci drugog dijela istraţivanja su: 
a) ako se primjeni rano nakon moţdanog udara, HBO2 (korištena jednokratno ili višekratnim 
izlaganjima HBO2) je izrazito uĉinkovita terapija moţdanog udara kod dijabetiĉkih štakorica, 
ĉak i u prisutnosti dugotrajnog nelijeĉenog dijabetesa;  
b) lijeĉenje samo s HET0016 je jednako uĉinkovito;  
c) HET0016 (primijenjen kao lijeĉenje ili predtretman), kombiniran s HBO2 nema znaĉajan 
aditivni uĉinak u smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi s lijeĉenjem samo s 
HET0016;   
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d) postoji znaĉajno povišen izraţaj EET-stvarajućih enzima u tkivu mozga u skupinama 
podvrgnutim HBO2 ili HET0016 lijeĉenju, što upućuje na to da EET doprinose smanjenju 
volumena infarkta mozga i  
e) SD dijabetiĉke štakorice izrazito su osjetljive na ishemiju (podatak koji potvrĊuje naše 























DJELOVANJE HIPERBARIĈNE OKSIGENACIJE NA MOŢDANO ISHEMIJSKO – 
REPERFUZIJSKO OŠTEĆENJE U DIJABETIĈKIH ŠTAKORICA 
 
Cilj istraţivanja: Utvrditi optimalno trajanje tranzitorne okluzije srednje moţdane arterije (t-
MCAO) u modelu moţdanog udara kod dijabetiĉkih SD (Sprague Dawley) štakorica. Utvrditi 
uĉinke jednokratne i višekratne hiperbariĉne oksigenacije (HBO2), 20-HETE inhibicije s N-
hidroksi-N'-(4-butil-2metilfenil)-formamidinom (HET0016) na ishod eksperimentalnog 
moţdanog udara.  
 
Materijali i metode: Štakorice s streptozotocinom induciranim dijabetesom tip-1 (N=25, 12 
tjedana starosti, 5 skupina; N=5/skupini), su izloţene razliĉitom trajanju t-MCAO (20 minuta 
(’), 30’, 45’, 60’ i 90’) i reperfuziji. Kontrolna skupina štakorica bez dijabetesa (N=5) je 
izloţena 30’ t-MCAO i reperfuziji. U drugom pokusu su dijabetiĉke štakorice (N=42, 12 
tjedana starosti, N=7/skupini), izloţene t-MCAO tijekom 30’ te reperfuziji, a potom 
podijeljene u slijedeće skupine; a) kontrolna skupina, bez lijeĉenje; i skupine izloţene; b) 
HBO2; c) višekratnim HBO2 (prva odmah, a druga 12h nakon t-MCAO); d) HET0016 
predtretmanu (1mg/kg/3 dana prije t-MCAO) kombiniranom s HBO2 nakon t-MCAO; e) 
HET0016 lijeĉenju (1h prije, tijekom t-MCAO te tijekom 6 sljedećih sati 1mg/kg/h); i f) 
HET0016 lijeĉenju kombiniranim s HBO2 nakon t-MCAO. 24h nakon reperfuzije, volumen 
infarkta mozga je analiziran 2,3,5-trifeniltetrazolij kloridom (TTC). 
 
Rezultati: 20’ t-MCAO rezultiralo je malim infarktom (3±5% ishemiĉne hemisfere), a 30’ 
znaĉajno većim infarktom (46±6%). 45’ i 60’ ishemija su stvorile infarkte 52±5% i 59±3% 
ishemiĉne hemisfere, a 90’ t-MCAO masivni infarktom mozga (89±6% ishemiĉne hemisfere 
(cijelog striatuma (22±3%) i skoro cijelog korteksa opskrbljenog s MCA (67±6%)). 30’ t -
MCAO nije rezultiralo infarktom u kontrolnoj skupini. U drugom pokusu lijeĉenje s 
HET0016 i HBO2 jednako su znaĉajno smanjili kortikalni i ukupni infarkt mozga, u usporedbi 
s kontrolom. Kombinirano lijeĉenje s HET0016 i HBO2 nije bilo uĉinkovitije u usporedbi s 
lijeĉenjem samo s HET0016 bez obzira na naĉin primjene. Cyp2J3 mRNA bila je znaĉajno 
izraţenija u svim ispitivanim skupinama, aCyp2C11 mRNA znaĉajno izraţenija u skupinama 





Zakljuĉak: Model moţdanog udara kod SD dijabetiĉkih štakorica treba biti drugaĉiji nego 
kod nedijabetiĉkih, s kraćim trajanjem ishemije, optimalno na 30', radi njihove visoke 
senzitivnosti na ishemiju mozga. Kod dijabetiĉkig SD štakorica i HBO2 i HET0016 izrazito su 
uĉinkoviti naĉini lijeĉenja moţdanog udara, što sugrerira sudjelovanje CYP450 metabolita u 
ovom uĉinku.  
 
Kljuĉne rijeĉi: okluzija srednje moţdane arterije, štakori, ţenski, ishemija mozga, 































The Effect of Hyperbaric Oxygenation on Ischemic/Reperfusion Brain Injury in 
Diabetic Female Rats. 
 
Objectives: To determine optimal duration of transient middle cerebral artery occlusion (t-
MCAO) for stroke model in female diabetic Sprague-Dawley (SD) rats.  
To evaluate effects of acute and repetitive hyperbaric oxygenation (HBO2) as well as 20-
HETE inhibition by N-hydroxy-N'-(4-butyl-2methylphenyl)-formamidine (HET0016) on 
experimental stroke outcomes. 
 
Material and Methods: 25 streptozotocin-induced type-1 diabetic SD female rats (N=25, 12 
weeks old, 5 groups; N=5 per group), were subjected to different duration of t-MCAO (20 
minutes (’), 30’, 45’, 60’ and 90’) followed by reperfusion. Control group of rats without 
diabetes (N=5) was subjected to 30’ of t-MCAO followed by reperfusion. 42 streptozotocin-
induced type-1 diabetic Sprague-Dawley female rats (N=42, 12 weeks old, N=7/group), were 
subjected to transient middle cerebral artery occlusion (t-MCAO) for 30’ followed by 
reperfusion and divided in following groups; a) control group, without treatment; and groups 
exposed to; b) HBO2; c) multiple HBO2 (first HBO2 immediately and second 12h after t-
MCAO); d) HET0016 pretreatment (1mg/kg/3 days prior to t-MCAO) combined with HBO2 
after t-MCAO; e) HET0016 treatment (1h before, during and for 6 hours after t-MCAO); and 
f) HET0016 treatment followed by HBO2 after t-MCAO. 24h after reperfusion infarct 
volumes were evaluated by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining. mRNA 
expression of CYP2J3, CYP3C11 was determined by real-time qPCR. 
 
Results: Intra-ischemic reductions of regional cerebral blood flow (rCBF) were similar in all 
groups (68%-75% of baseline values). Reperfusion was significantly impaired in 90’ ischemia 
group (56-62% vs. 80-125% in other groups). 20’ t-MCAO induced small infarct (3±5% of 
ischemic hemisphere). 30’ ischemia produced significantly larger infarct (46±6%). In 45’ and 
60’ ischemia infarct was 52±5% and 59±3% of ischemic hemisphere, respectively. Ischemia 
of 90’ led to massive stroke (89±6% of ischemic hemisphere encompassing the whole 
striatum (22±3%) and almost the whole MCA irrigated cortex area (67±6%)). 30’ t -MCAO 
did not produce stroke in the control group. HBO2 and HET0016 treatment equally 
significantly reduced size brain infarct compared to control. Combined treatment with 
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HET0016 and HBO2 provided no significant additive effect compared to HET0016 treatment 
only, regardless of administration method. mRNA of Cyp2J3 was significantly increased in 
all study groups compared to control, and mRNA of Cyp2C11 was significantly increased in 
multiple HBO2 and HET0016 pretreatmen+HBO2 groups compared to control.  
 
Conclusion: Diabetic rat stroke model should be different from non-diabetic, because female 
type-1 diabetic SD rats are highly sensitive to brain ischemia and it is necessary to 
significantly shorten duration of t-MCAO, optimally to 30’. 
In diabetic female SD rats HBO2 and HET0016 are highly effective stroke treatments, 
suggesting involvement of CYP450 metabolites in this therapeutic effect.  
 
Key words: middle cerebral artery occlusion, rats, female, brain ischemia,  hyperbaric 
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